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1. Einlei tung 
   
1 .  E i n l e i t u n g  
1 .1  Akute myeloische Leukämie
Die akute myeloische Leukämie (AML) ist eine maligne klonale Erkrankung, die durch 
die Akkumulation einer unreifen hämatopoetischen Zellpopulation, der Blasten im Blut 
und/oder Knochenmark charakterisiert ist (van der Kolk et al., 2002). Die 
Induktionschemotherapie von Patienten mit AML wird mit einem Anthrazyklin wie z.B. 
Daunorubicin (DNR) oder Idarubicin (IDA) in Kombination mit Cytosinarabinosid 
(Ara-C) durchgeführt, wobei ersatzweise Etoposid (VP-16), oder Mitoxantron 
eingesetzt werden können (Bishop et al., 1996; Lowenberg et al., 1998; Vellenga et al., 
1999; Weick et al., 1996). Bei prognostisch ungünstiger AML oder Rezidiv wird im 
Idealfall nach Induktion einer klinischen Vollremission (CR) eine allogene 
Knochenmark- oder Stammzelltransplantation bei Patienten in gutem 
Allgemeinzustand, die nicht älter als 60 Jahre sind, angestrebt. 
Etwa 60 bis 80% der Erkrankten erreichen nach zytotoxischer Chemotherapie eine CR, 
die bei etwa 25 bis 40% über fünf Jahre andauert (Burnett, 1998; Cassileth et al., 1992; 
Hann et al., 1997; Mayer et al., 1994). Bei den über 60-jährigen Patienten beträgt die 
CR-Rate weniger als 50% und die Gesamtüberlebensrate ist auf ungefähr sechs Monate 
limitiert. 25% (< 60 Jahre) und 40 bis 50% der Erkrankten älter als 60 Jahre weisen bei 
Erstdiagnose der AML eine chemotherapeutische Resistenz auf. Zusätzlich entwickeln 
viele Patienten, die primär eine CR erreichten, innerhalb von ein bis zwei Jahren ein 
Rezidiv (Manoharan, 1998). 
Eine Resistenz gegenüber Zytostatika kann bereits primär (oder intrinsisch) bei einer 
unvorbehandelten AML vorliegen oder sich während einer zytostatischen Behandlung 
oder bei einem Rezidiv entwickeln (erworbene oder sekundäre Resistenz) (van der Kolk 
et al., 2002). 
Die primäre oder erworbene Resistenz maligner Zellen gegenüber einer Vielzahl 
strukturell und funktionell unterschiedlicher natürlicher Substanzen (sogenannte 
Kreuzresistenz gegenüber Xenobiotika) wird als Multidrugresistenz (multidrug 
resistance, MDR) bezeichnet (Avendaño & Menéndez, 2002; Hegewisch-Becker & 
Hossfeld, 1996; Ross, 1991). 
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1 . 2  Multidrugresistenz
Bei den verschiedenen Phänotypen der Vielfachresistenz können einerseits 
energieabhängige und energieunabhängige Formen unterschieden werden. Andererseits 
kann eine Einteilung in klassische im Gegensatz zu atypischer MDR vorgenommen 
werden. 
1 . 2 . 1  Klassische Multidrugresistenz
Die als klassische Multidrugresistenz (MDR) bezeichnete (Mehrfach-)Resistenz wird 
durch die Überexpression eines hochmolekularen Plasmamembranglykoproteins, P-
Glykoprotein (Pgp), hervorgerufen (Choi et al., 1988; Ueda et al., 1987). Die 
Überexpression von Pgp erfolgt durch eine erhöhte Synthese mittels Aktivierung der 
Gentranskription (Gottesman & Pastan, 1988; Kohno et al., 1989). Pgp bewirkt einen 
zellauswärts gerichteten Substratstrom (Efflux) (Roninson, 1992). 
1 . 2 . 1 . 1  Familie der P-Glykoproteine
Verschiedene Versuche der MDR-Genamplifikation mit multidrugresistenten Zellinien 
weisen darauf hin, daß die MDR-Gene der Säugetiere durch eine mdr-Genfamilie 
gebildet werden. Im humanen Genom wurden zwei MDR-Gene (MDR1 und MDR2) 
und jeweils drei im Hamster- (pgp1 - pgp3) und Mausgenom (mdr1 - mdr3 oder mdr1a, 
mdr1b und mdr2) entdeckt (Gros et al., 1988; Juranka et al., 1989). 
Obwohl beim Menschen zwei MDR-Gene nachweisbar sind, ist die Synthese von Pgp 
lediglich auf die Expression eines Gens zurückzuführen (Genklasse I, siehe Tabelle 1) 
(Choi et al., 1988). Im Gegensatz dazu sind bei Hamstern und Mäusen die Genklassen I 
und II zur Pgp-Expression erforderlich (Ng et al. 1989). 
Das humane MDR2-Gen, das nicht mit der MDR assoziiert ist, besteht auch bei 
Nagetieren aus nur einem Gen (Genklasse III, siehe Tabelle 1) (Ng et al.,1989). Es ist 
zwar erwiesen, daß das menschliche MDR2-Gen ebenfalls ein transmembranäres 
Glykoprotein kodiert. Dieses hat jedoch keine Bedeutung für die klinische MDR 
(Schinkel et al., 1991). 
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Tabelle 1: Beziehung zwischen MDR-Genen verschiedener Spezies 
(Ng et al., 1989 (modifiziert)) 
 
⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯
 Genklasse
Spezies I II III 
⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯
Hamster pgp1 pgp2 pgp3 
Maus mdr3 (mdr1a) mdr1 (mdr1b) mdr2 
Mensch MDR1 - MDR2 (MDR3) 
⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯
 
1 . 2 . 1 . 2  Gewebeverteilung des MDR1-Genprodukts
Pgp wird physiologisch in verschiedenen Organen und Geweben exprimiert. So wurde 
es in differenzierten epithelialen Zellen mit sekretorischer Funktion nachgewiesen. Die 
Lokalisation von Pgp an der apikalen lumenauskleidenden Oberfläche des Dünn- und 
Dickdarms, der Gallenwege und der proximalen renalen Tubuli weist auf eine 
exkretorische Funktion für xenobiotische Substanzen hin (Cordon-Cardo et al., 1990; 
Lum & Gosland, 1995). In Tabelle 2 sind die menschlichen Organe und Gewebe mit 
physiologischer Pgp-Aktivität aufgelistet. 
Tabelle 2: Gewebe und Organe mit physiologischer Pgp-Aktivität 
(Fisher et al., 1996 (modifiziert)) 
_______________________________________________________________ 
 
Leber:     luminale Oberfläche der Gallenwege 
Niere:     luminale Oberfläche der proximalen Tubuli 
Dünndarm und Colon:   mukosaauskleidendes Lumen 
Nebennierenrinde:   Nebennierenrinde 
Pankreas:     Pankreasgänge 
Kapillarendothelien:  ZNS (Blut-Hirn-Schranke) 
    Plazenta (Blut-Plazenta-Schranke) 
    Testes (Blut-Hoden-Schranke) 
Hämatopoetische Zellen:   Makrophagen 
    aktivierte T-Zellen 
    pluripotente Stammzellen (CD34+) 
_______________________________________________________________ 
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Durch Nachweis von Pgp entlang der intraluminalen Oberfläche der 
Kapillarendothelien einschließlich des Zentralnervensystems (ZNS), der Plazenta und 
der Testes wird ein protektiver Mechanismus gegen zelltoxische Substanzen vermutet 
(Cordon-Cardo et al., 1989; Sugawara et al., 1988) 
1 . 2 . 1 . 3  Aufbau und Struktur von P-Glykoprotein
Pgp ist das Produkt des MDR1-Gens, das sich auf dem langen Arm des Chromosoms 7 
(7q) befindet (Bradley et al., 1988). Es hat ein Molekulargewicht von 170 kDa und ist in 
die Lipidbilayer der Zellmembran eingebettet (Chen et al., 1987; Roninson, 1992; 
Gottesman & Pastan, 1988). Pgp gehört zur Superfamilie der ABC-(ATP-binding-
cassette)-Transporter. Gemeinsames Merkmal der ABC-Transporter ist die molekulare 
Architektur in Form von transmembranären Domänen (TMD) und intrazellulären 
Nukleotidbindungsstellen (NBD), die Adenosintriphosphat (ATP) als Energiequelle 
nutzen (Higgins, 1992).  
Das transmembranäre Glykoprotein wird aus zwei gleichen Hälften gebildet. Jede 
Hälfte besteht aus sechs TMD und einer NBD (siehe Abbildung 1). Insgesamt setzt sich 
Pgp aus 1280 Aminosäuren zusammen (Chen et al., 1987; Hegewisch-Becker & 
Hossfeld, 1996). Die Domänen eines Pgp-Moleküls formen einen Kanal, durch den die 
entsprechenden Substrate transportiert werden. Eine solche Pore kann auch durch 
mehrere Moleküle gebildet werden (Bradley et al., 1988). 
1 . 2 . 1 . 4  Modell der P-Glykoproteinfunktion
Zu den Substraten von Pgp gehören vor allem Xenobiotika, aber auch körpereigene 
Substanzen, wie z.B. Steroide, Hormone und Bilirubin (Nooter & Herweijer, 1991; van 
Kalken et al., 1991) (siehe Tabelle 3). Es sind vorwiegend neutrale und positiv geladene 
lipophile Verbindungen (Xenobiotika, MDR-related drugs), die durch passive Diffusion 
ins Zellinnere gelangen (Cornwell et al., 1986; Gottesman, 2002) (siehe Abbildung 2). 
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der ABC-Transporter 
            (van der Kolk et al., 2002 (modifiziert)) 
Die Funktion des humanen membranären Transporters erfolgt energieabhängig und 
unidirektional. Die utilisierte Energie von Pgp wird in Form von ATP intrazellulär an 
die NBD gebunden und zu Adenosindiphosphat (ADP) hydrolysiert. Der Transport 
erfolgt entweder direkt durch den von transmembranären Segmenten gebildeten Kanal 
oder indirekt durch Bindung an ein Carriermolekül von intra- nach extrazellulär (van 
der Bliek & Borst, 1989). Die Bindung der Substrate oder Resistenzmodulatoren (siehe 
1.2.1.5) an Pgp führt zur Aktivierung einer der beiden NBD. Dadurch kommt es zu 
einer Stimulation der ATPase, die zur Hydrolyse des ATP führt. Diese Hydrolyse ruft 
eine Konformitätsänderung des Moleküls hervor, wodurch das Substrat in den 
extrazellulären Raum befördert wird (Ramachandra et al., 1998). Die Hydrolyse des 
zweiten ATP-Molküls ist zur Wiederherstellung des Ursprungszustandes von Pgp 
erforderlich, damit der Zyklus der Substratbindung und -ausschleusung erneut 
durchlaufen werden kann (Sauna & Ambudkar, 2001). 
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Tabelle 3: Substrate von Pgp und anderen ABC-Transportern 
(van der Kolk et al., 2002 (modifiziert)) 
   
Transporter Substrat Referenz 
   
Pgp Daunorubicin Zhou et al., 1997 
 Doxorubicin Saito et al., 2001 
 Idarubicin Mankhetkorn et al., 1996 
 Epirubicin Litman et al., 2000 
 Mitoxantron Saito et al., 2001 
 Vinblastin Ushigome et al., 2000 
 Vincristin Ushigome et al., 2000 
 Etoposid Hendricks et al., 1992 
 Topotecan Vanhoefer et al., 1999 
 Paclitaxel Bardelmeijer et al., 2000 
   
MRP1 Daunorubicin Renes et al., 1999 
 Doxorubicin Marbeuf-Gueye et al., 1998 
 Epirubicin Litman et al., 2000 
 Mitoxantron Schneider et al., 1994 
 Vinblastin Cole et al., 1994 
 Vincristin Loe et al., 1998 
 Etoposid Young et al., 2001 
 Tenoposid Lorico et al., 1996 
 Methotrexat Hooijberg et al., 1999 
   
MRP2 Doxorubicin Cui et al., 1999 
 Epirubicin Cui et al., 1999 
 Vinblastin Evers et al., 1998 
 Vincristin Cui et al., 1999 
 Methotrexat Hooijberg et al., 1999 
   
MRP3 Doxorubicin Young et al., 2001 
 Etoposid Young et al., 2001 
 Methotrexat Zeng et al., 1999 
   
MRP4 Methotrexat Lee et al., 2000 
 6-Mercaptopurin Chen et al., 2001 
   
MRP 5 6-Mercaptopurin Wijnholds et al., 2000 
 Thioguanin Wijnholds et al., 2000 
   
BCRP Daunorubicin Litman et al., 2000 
 Doxorubicin Litman et al., 2000 
 Epirubicin Litman et al., 2000 
 Mitoxantron Litman et al., 2000 
 Topotecan Litman et al., 2000 
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Abbildung 2: Modell der P-Glykoproteinfunktion 
(Ford & Hait, 1990 (modifiziert)) 
Pgp kann innerhalb kürzester Zeit phosporyliert und dephosphoryliert werden. Die im 
Zytosol befindliche Proteinkinase C hat eine regulatorische Funktion auf die Pgp-
Phosphorylierung und bedingt somit eine erhöhte Transportaktivität von Pgp (Sachs et 
al., 1999). 
1 . 2 . 1 . 5  Resistenzmodulation
Durch den Einsatz von Resistenzmodulatoren (resistance modifying agents, RMA) wird 
versucht, den Pgp-vermittelten Efflux zytostatischer Therapeutika (siehe Tabelle 3) aus 
den resistenten Zellen zu inhibieren. Dabei werden die MDR-related Drugs mit den 
RMA kombiniert. RMA sind lipophile Substanzen, die direkt am Pgp binden und 
kompetitiv am Carriermolekül konkurrieren, das einen Efflux der MDR-related Drugs 
bewirkt (siehe Abbildung 2). Somit lassen sich höhere Zytostatikakonzentrationen in 
den malignen Zellen erreichen (Akiyama et al., 1988; Nooter & Sonneveld, 1994). 
Derzeit befindet sich eine Vielzahl dieser Modifier in Erprobung (siehe Tabelle 4). 
Das klinische Konzept zur Verbesserung der Therapie maligner Erkrankungen durch 
Überwindung der MDR ist kritisch zu beurteilen (Scheulen, 1998; van Zuylen et al., 
2000a). Einwände bestehen vor allem darin, daß 
a. die Resistenz maligner Zellen gegenüber Zytostatika in der Regel multifaktoriell 
bedingt ist (Kasimir-Bauer et al., 2002), 
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Tabelle 4: MDR-Modulatoren und zur MDR-Überwindung in vitro 
erforderliche Konzentrationen 
(Fisher et al., 1996 (modifiziert), Sonneveld, 1996 (modifiziert), 
van Zuylen et al., 2000a, Thomas & Coley, 2003) 
⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯ 
MDR-Modulatoren der ersten Generation 
⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯ 
 Calciumantagonisten:  Hormone:
 Verapamil 6-10 µM Tamoxifen 10 µM 
 Nifedipin 3 µM N-Demethyltamoxifen ~10 µM 
 Bepridil  4 µM 4-Hydroxy-Tamoxifen ~10 µM 
 Nicardipin 3 µM Progesteron 8 µM 
 Niguldipin 10 µM 
  
 Andere kardiovaskulär aktive Substanzen: Antimalariamittel:
 Amiodaron 5-10 µM Chinin 4-7 µM 
 Dipyridamol 8-10 µM Chloroquin 10-50 µM 
 Chinidin 4-7 µM 
  
 Phenothiazine:   Antibiotika:
 Trifluoroperazin 3-15 µM Cefoperazon 1.000 µM 
 Prochlorperazin 4 µM Ceftriaxon 1.000 µM 
 Fluphenazin 3-4 µM Erythromycin 650 µM 
 trans-Flupenthixol 3-5 µM Tetracyclin  4.000 µM 
  
 Immunsuppressiva: 
 Cyclosporin A 2-4 µM 
 
⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯ 
MDR-Modulatoren der zweiten Generation 
⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯ 
 Dexverapamil 6-10 µM 
 Dexniguldipin 1-2 µM 
 Valspodar (PSC 833) 0,5-2 µM 
 Rapamycin 2,5-5 µM 
 
⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯ 
MDR-Modulatoren der dritten Generation 
⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯ 
 Elacridar (GF120918) 0,01-0,1 µM 
 Laniquidar (R101933) 0,05-0,1 µM 
 Zosuquidar (LY335979) 0,05-0,1 µM 
 Tariquidar (XR9576) 0,03-0,1 µM 
 
⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯ 
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b. die MDR-Modulatoren durch Hemmung von Pgp im Gallengangsepithel einen 
pharmakokinetischen Effekt im Sinne einer Zunahme der Retention auf Zytostatika 
haben, die vorwiegend biliär eliminiert werden, 
c. die MDR-Modulatoren in einer zur Hemmung von Pgp erforderlichen Dosierung 
eine nicht unerhebliche intrinsische Toxizität haben, 
d. die MDR-Modulatoren in einer zur Hemmung von Pgp erforderlichen Dosierung 
wegen einer Hemmung der Blut-Hirn-Schranke möglicherweise zu einer Zunahme 
zentralnervöser Nebenwirkungen der Zytostatika beitragen (Kemper et al., 2004), 
e. die Entwicklung einer tertiären Resistenz gegen Zytostatikum und MDR-Modulator 
zu erwarten ist. 
Für einige der MDR-Modulatoren der dritten Generation (siehe Tabelle 4) scheinen 
zumindest die Beeinflussung der Pharmakokinetik und die intrinsische Toxizität 
geringer zu sein (Bates et al., 2002), endgültige Ergebnisse klinischer Studien stehen 
jedoch noch aus. 
Der aktuelle Stand der klinischen Entwicklung dieser MDR-Modulatoren ist: 
Elacridar (GF120918): Ausgehend von In vitro- und tierexperimentellen Unter-
suchungen (Hyafil et al., 1993) liegen die Ergebnisse einer klinischen Phase I- und 
pharmakokinetischen Studie von Elacridar in Kombination mit Doxorubicin bei 
Patienten mit fortgeschrittenen soliden Tumoren vor, die bei geringer intrinsischer 
Toxizität nur eine marginale Interaktion mit der Pharmakokinetik von Doxorubicin 
zeigen (Planting et al., 2005). 
Laniquidar (R101933): Entsprechend einer klinischen Phase I- und pharmako-
kinetischen Studie von Laniquidar in Kombiation mit Docetaxel besteht keine 
Interaktion zwischen beiden Substanzen (van Zuylen et al., 2000b, 2002). 
Zosuquidar (LY335979): Aufgrund der Ergebnisse von klinischen Phase I- und 
pharmakokinetischen Studien von Zosuquidar in Kombination mit dem CHOP-Regimen 
bei Patienten mit malignen Non-Hodgkin-Lymphomen (Tura et al., 2001), mit 
Doxorubicin bei Patienten mit fortgeschrittenen malignen Erkrankungen (Sandler et al., 
2004) und mit Daunorubicin und Cytosinarabinosid bei Patienten mit AML (Callies et 
al., 2004; Gerrard et al., 2004) ist eine sichere Verabreichung beider Substanzen 
möglich. 
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Tariquidar (XR9576): Ausgehend von In vitro- und tierexperimentellen Unter-
suchungen (Mistry et al., 1999) und dem Nachweis der Modulation von Pgp in 
gesunden Probanden (Stewart et al., 2000) liegen positive Ergebnisse von klinischen 
Phase I/IIA- und pharmakokinetischen Studien von Tariquidar in Kombination mit 
Vinorelbin (Abraham et al., 2001), Doxorubicin (Ferry et al., 2001) und Paclitaxel 
(Thomas et al., 2001) vor, die für eine Wiederherstellung der Antitumorwirksamkeit 
durch Hemmung von Pgp (Walker et al., 2004) sprechen. 
Das in dieser Arbeit als Resistenzmodulator untersuchte BIBW22BS, dessen 
Wirksamkeit an die Pgp-Expression gebunden ist (Jansen et al., 1994), ist ein 
Phenylpteridinderivat, das sich von Dipyridamol ableitet (siehe Abbildung 3), ist 20- bis 
100-fach potenter, die Pgp-vermittelte Resistenz umzukehren, und damit in seiner 
spezifischen Wirksamkeit den MDR-Modulatoren der dritten Generation vergleichbar.  
1 . 2 . 2  Atypische Multidrugresistenz
1 .2 .2 .1  Multidrugresistenz assoziiertes Protein 1
Die Arbeitsgruppen von Marquardt (1991) und Gervasoni (1991) fanden bei der 
anthrazyklin-resistenten leukämischen Zellinie HL-60 einen ATP-abhängigen Efflux. 
Aufgefallen war ein Efflux in Abwesenheit von Pgp. Cole und Mitarbeiter (1992) 
gelang der Nachweis des Multidrugresistenz-Proteins 1 (MRP1), das ebenfalls der 
Superfamilie der ATP-bindenden Kassette (ABC) angehört und wird daher auch als 
ABCC1 bezeichnet. Diese Superfamilie ist für den aktiven Transport einer Vielfalt von 
Verbindungen (Phospholipide, Ionen, Peptide, Steroide, Polysaccharide, Aminosäuren, 
organische Anionen, Medikamente und andere xenobiotische Substanzen) durch 
biologische Membranen verantwortlich (Borst et al., 1999; Cole & Deeley, 1998; 
Higgins et al., 1992; Hipfner et al., 1999; Klein et al., 1999). 
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Abbildung 3: Strukturformeln von Dipyridamol und BIBW22BS 
(4-[N-(2-hydroxy-2-methyl-propyl)-ethanolamino]-2,7-bis(cis-2,6-
dimethyl-morpholino)-6-phenylpteridin) 
(Avendaño & Menéndez, 2002) 
Dieses 190 kDa-Protein, das aus 1531 Aminosäuren besteht und auf dem Chromosom 
16 lokalisiert ist, kann im Gegensatz zum Pgp sowohl in der Plasmamembran als auch 
in intrazytoplasmatischen Membranen (endoplasmatisches Retikulum, Golgi-Apparat) 
vorhanden sein (Lautier et al., 1996). Zu den Substraten von MRP1 in MRP1-
selektierten Zellinien gehören die Anthrazykline, Epipodophyllotoxine, Vinkaalkaloide, 
Folsäure und Methotrexat (Cole et al., 1994; Hipfner et al., 1999; Hooijberg et al., 1999; 
Zaman et al., 1994; siehe Tabelle 3). Das Resistenzspektrum ist ähnlich dem von Pgp. 
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Taxane und Mitoxantron sind lediglich Substrate von Pgp und nicht von MRP1 (Lautier 
et al., 1996). 
Der Aufbau entspricht dem der eukaryoten ABC-Transporter mit zwei 
transmembranären Regionen und  zwei zytoplasmatischen ATP-Bindungsstellen, wobei 
MRP1 im Gegensatz zum Pgp eine zusätzliche N-terminale Erweiterung mit fünf 
transmembranären Domänen aufweist (Hipfner et al., 1999; van der Kolk et al., 2002) 
(siehe Abbildung 1). 
In vivo ist MRP1 ein aktiver Glutathion-Transporter und ein Transporter von 
glutathion-, glucuronat- und sulfatkonjugierten Substanzen (Jedlitschky et al., 1996). 
Die zytostatischen Substrate von MRP1 werden in vivo nur zu einem geringen Umfang 
konjugiert. Im Gegensatz zum Pgp kann MRP1 kationische und neutrale Verbindungen 
nur durch einen Kotransport bewerkstelligen.  Der Transport und damit der Efflux 
dieser Substanzen findet durch einen Kotransport mit reduziertem Glutathion statt (Loe 
et al., 1998; Renes et al., 1999). Die Konjugation von Glutathion mit Xenobiotika wird 
durch das Enzym Glutathion S-Transferase katalysiert (O’Brien et al., 2000). 
MRP1 kommt im menschlichen Organismus ubiquitär vor. Die höchsten 
Konzentrationen sind in der Lunge, den Testes und den Nieren zu finden. Ferner kommt 
es in den verschiedenen Blut-Organschranken vor (Blut-Hirn-, Blut-Hodenschranke) 
(Borst et al., 2000). Aus der Gewebeverteilung und Funktion kommt MRP1 ein 
wichtiger Anteil an Entgiftungsvorgängen und Gewebeschutz zu (Allen et al., 2000; 
Leslie et al, 2001). 
1 . 2 . 2 . 2  Isoformen des Multidrugresistenz assoziierten Proteins
Sechs weitere Mitglieder der MRP-Familie (MRP2 - 7) sind bisher bekannt (Kool et al., 
1997; 1999a; Hopper et al., 2001; Taniguchi et al., 1996). Die Funktion dieser MRP1-
Isoformen in der Multidrugresistenz sind bisher ansatzweise untersucht. MRP2 soll 
zytostatische Verbindungen wie Cisplatin, Etoposid und Vincristin transportieren 
(Taniguchi et al., 1996). MRP3 wird eine Substratspezifität zu Methotrexat und 
Etoposid zugeschrieben (Kool et al., 1999b). MRP4 kann nach Kurzzeitexposition mit 
Methotrexat Resistenz verleihen (Lee et al., 2000) und MRP5 transportiert 6-
Mercaptopurin (siehe Tabelle 3). 
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1 . 2 . 2 . 3  Brust-Krebs-Resistenz-Protein
Dieser Transporter der ABC-Superfamilie (breast cancer resistance protein, BCRP) 
wurde aus einer humanen resistenten Brustkrebs-Zellinie isoliert (Doyle et al., 1998). 
Nach Reproduktion des BCRP in einer sensitiven Mammakarzinom-Zellinie konnten 
Resistenzen gegenüber Daunorubicin, Doxorubicin, Mitoxantron und Topotecan 
beobachtet werden (Doyle et al., 1998). Synonyme Bezeichnungen sind „mitoxantrone 
resistance protein“ (MXR) (de Bruin et al., 1999; Miyake et al., 1999) und „placental 
ABC transporter“ (ABCP) (Allikmets et al., 1998). Das kodierende Gen befindet sich 
auf dem Chromosom 4 und besteht aus 655 Aminosäuren mit einem Molekulargewicht 
von 72,6.kDa (Allikmets et al., 1998; Miyake et al., 1999). Rocchi et al. (2000) und 
Scheffer et al. (2000) konnten in verschiedenen Zellinien den Nachweis erbringen, daß 
das BCRP in Zellmembranen lokalisiert ist. 
Der Aufbau dieses Resistenzproteins unterscheidet sich von dem der übrigen ABC-
Transporter. Das BCRP setzt sich aus nur einer hydrophoben transmembranären Region 
zusammen, die von sechs Domänen gebildet wird. Folglich besitzt es lediglich eine 
Nukleotidbindungsstelle (siehe Abbildung 1). Für den Transport zytostatischer 
Verbindungen ist jedoch eine zweite ATP-Bindungsstelle erforderlich. Das BCRP wird 
vielfach auch als Halbtransporter bezeichnet. Derzeit ist völlig unbekannt, mit welchem 
weiteren Halbtransporter BCRP sich zu einem vollständig funktionsfähigen 
Transportkomplex zusammenschließt (Ross, 2000). 
Mögliche funktionelle BCRP-Transporterkonfigurationen sind (Ross, 2000): 
1. Aktives BCRP ist ein Homo- oder Heterodimer. 
2. Der unbekannte BCRP-Partner wird erst nach Kontakt mit einem Substrat gebildet. 
3. BCRP ist als Monodimer aktiv. Dies ist jedoch sehr unwahrscheinlich, da 
ausgedehnte Untersuchungen mit dem Pgp die absolute Erfordernis erbrachten, daß 
zwei Nukleotidbindungsstellen notwendig sind (Ambudkar et al., 1999). 
Ausgehend von der Halbtransporter-Hypothese können die Tumorzellen durch 
Zusammenschluß mit einem weiteren Halbtransporter zu einem funktionellen Komplex, 
wobei Homo- und Heterodimere von BCRP möglich sind, verschiedene Kombinationen 
für einen „maßgeschneiderten Transport“ von zytotoxischen Substanzen  verwenden.   
In  dem  in  Abbildung  4  dargestellten  Beispiel,  das  sich beliebig erweitern lässt, 
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1 2 3
1,1                                 2,2                         3,3                                 1,2                  1,3                                 2,3
Drei Halbtransporter:
Sechs aktive Kombinationen (als Homo- und Heterodimer)
 
 
Abbildung 4: BCRP-Halbtransporter-Hypothese (Ross, 2000 (modifiziert)) 
sind bei drei Halbtransportern sechs potentiell aktive Kombinationen zur 
Resistenzentwicklung gegen eine bestimmte Verbindung möglich. Allgemein ergeben 
sich bei n Halbtransportern Σ 1 + 2 +…..+ n-1 + n Kombinationsmöglichkeiten. 
Die Gewebeverteilung von BCRP im Menschen unterscheidet sich weitestgehend von 
der von Pgp. Hohe Expressionsraten wurden im plazentaren Synzytiotrophoblasten, im 
Darmepithel, in der Leber, in den Brustmilchgängen und im venösen und 
Kapillarendothel entdeckt. Im Knochenmark konnte eine Expression in unreifen 
Progenitorzellen nachgewiesen werden. BCRP wird eine protektive Aufgabe im 
menschlichen Organismus zugeschrieben (Maliepaard et al., 2001). 
Mit Fumitremorgin C, einem Produkt des Schimmelpilzen Aspergillus fumigatus, 
konnte ein spezifischer Inhibitor von BCRP aufgedeckt werden (Rabindran et al., 1998). 
Es ist nicht in der Lage, Resistenzen, die durch Pgp oder MRP vermittelt werden, 
umzukehren (Rabindran et al., 1998). Der klassische Pgp-Inhibitor Cyclosporin A ist in 
der Resistenzumkehr von BCRP ineffektiv (Ross, 2000). 
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1 . 2 . 2 . 4  Lungen-Resistenz-Protein
Das Lungen-Resistenz-Protein (lung resistance protein, LRP; auch als major vault 
protein, MVP, bezeichnet) ist im Gegensatz zur Namensgebung kein prognostischer 
Faktor in Bezug auf Bronchialkarzinome. Die Bezeichnung rührt von der primären 
Isolierung einer Bronchialkarzinom-Zellinie (Scheper et al., 1993). Es gehört nicht zur 
Gruppe der ABC-Transporter.  
Das kodierende Gen befindet sich auf dem Chromosom 16 (Izquierdo et al., 1996) und 
besitzt ein Molekulargewicht von 110.kDa (Hart et al., 1997). Es kodiert ein 
zytoplasmatisches Ribonukleinprotein (Vault), das den Transport xenobiotischer 
Substanzen vom Zytoplasma in den Zellkern verhindert (Hart et al., 1997). In 
Anbetracht der Gewebeverteilung des LRP (Lunge, Nieren, Darm) wird ihm eine 
protektive Aufgabe zugeschrieben (Scheper et al., 1993; Izquierdo et al., 1996). Obwohl 
der genaue Transportmechanismus nicht bekannt ist, wird ihm eine bedeutende Rolle in 
der Multidrugresistenz eingeordnet. (Kitazono et al, 1999) 
1 . 2 . 2 . 5  Apoptoseresistenz
Mit Apoptose wird der programmierte Zelltod bezeichnet. Sie stellt das morphologische 
Erscheinungsbild einer aktiven, genetisch programmierten Reaktionskaskade zur 
Selbstzerstörung von Zellen dar (Schulte-Hermann et al., 1997). Der apoptotische 
Zelltod wird durch ein komplexes System von Genen reguliert, deren Proteinprodukte 
als molekulare Weichen zur Induktion oder Inhibition von Apoptose gelten. Bei der 
Regulation der Apoptose stellen intrazelluläre Zystein-Proteinasen, die sogenannten 
Kaspasen, die Haupteffektormoleküle dar. Sie werden wiederum durch andere Moleküle 
aktiviert und/oder reguliert (Yin, 2000). Kaspasen werden als Vorläufermoleküle 
synthetisiert und durch proteolytische Spaltung aktiviert, wobei ihnen als Substrat 
wiederum Kaspasen oder andere zelluläre Proteine dienen (Thornberry & Lazebnik, 
1998). 
Bei der Apoptoseinduktion sind zwei Reaktionswege bekannt, der eine ist 
rezeptorvermittelt, der andere mitochondrienvermittelt (Yin, 2000). 
Die rezeptorbedingte Induktion erfolgt durch Bindung eines Fas-Liganden mit dem Fas-
Membranprotein (Adachi et al., 1995). Das Fas-Protein besteht aus einer 
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extrazellulären, einer transmembranären und einer zytoplasmatischen Domäne. 
Letztgenannte ist bei der Übertragung des Todessignals essentiell und wird als „death 
domain“ (DD) bezeichnet (Nagata, 1997). An die DD des Fas-Proteins binden 
zytoplasmatische Proteine, die ebenfalls mit einem DD-Motiv ausgestattet sind, das 
sogenannte „Fas associated protein with DD“ (FADD) (Cleveland & Ihle, 1995). Die 
Apoptoseauslösung erfolgt durch Bindung von Fas mit FADD durch kaspasenbedingte 
proteolytische Spaltung (Los et al., 1995; Duan et al., 1996).  
Fas bewirkt zudem eine Apoptoseinduktion durch eine kaspasevermittelte Spaltung des 
„nuclear factor-κB“ (NF-κB), der die Bildung von Proteinen induziert, die teilweise das 
Überleben der Zelle gewährleisten (Ravi et al., 1998). 
Eine weitere Form der rezeptorvermittelten Apoptoseinduktion erfolgt durch den 
Tumornekrosefaktor (TNF) (Boldin et al., 1995). Auch hierbei bindet die DD vom TNF 
an die DD zytoplasmatischer Proteine (Hsu et al., 1995).Es kommt ebenfalls zur 
Spaltung durch Kaspasen, die die Apoptose induzieren (Boldin et al., 1996). Im 
Gegensatz zu Fas kann der TNF-Rezeptor den NF-κB aktivieren und schützt die Zellen 
vor einer TNF-induzierten Schädigung (Wang et al., 1996; Liu et al., 1996a). Ferner 
verursacht TNF die Hydrolyse von Sphingomyelin zu Ceramid, das in der Lage ist, 
Apoptose zu induzieren (Kim et al., 1991). 
Der zweite Hauptreaktionsweg wird durch Veränderungen im Mitochondrien-
Membranpotential ausgelöst (Raff, 1998). Eine Mitochondrien-Membran-
potentialänderung führt zu einer Freisetzung von Cytochrom C und Prokaspasen, die 
wiederum Kaspasen aktivieren (Sun et al., 1999; Susin et al., 1999). Eine absolute 
Trennung dieser Induktionsform von der rezeptorvermittelten ist nicht möglich, da es 
auch nach Fas-Aktivierung zu Veränderungen des Mitochondrien-Membranpotentials 
durch Aktivierung zytoplasmatischer Faktoren kommt (Steemans et al., 1998). Zudem 
können beide Wege durch gesteigerte Expression von bcl2 unterdrückt werden (Cory et 
al., 1999). bcl2 gehört zur B-Zell-Leukämie/Lymphom-2-Genfamilie. Die Mitglieder 
dieser Familie spielen eine zentrale Rolle bei der Regulation der Apoptose. bcl2, bcl-xS, 
mcl-1 und A1 sind Antagonisten (Reed, 1994; Gross et al., 1999), bax, bak, bad, bcl-xS 
und bid sind Agonisten der Apoptose (Gross et al., 1999; Yin, 2000). Die anti- und 
proapoptotische Regulierung durch Beeinflussung des Cytochrom C erfolgt in erster 
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Linie über eine Wirkung auf die Mitochondrien. Antagonisten hemmen und Agonisten 
fördern die Cytochrom C-Freisetzung (Gross et al., 1999). 
1 . 3  Zielsetzung
Hämato-onkologische Erkrankungen - wie die akute myeloische Leukämie - werden in 
erster Linie zytostatisch therapiert. Die medikamentöse Behandlung erfolgt mit der 
Intention, eine komplette Remission dieser Erkrankung zu erreichen und zu erhalten. 
Das Erreichen dieses Ziels kann durch Zytostatikaresistenzen erschwert werden, die 
beispielsweise durch das ubiquitär im menschlichen Organismus vorkommende und 
auch von leukämischen Blasten exprimierte MDR1-Genprodukt Pgp hervorgerufen 
werden. So hat die vorliegende Arbeit das Ziel, die P-Gykoprotein-vermittelte 
Multidrugresistenz an Blasten akuter myeloischer Leukämien zu untersuchen. Eine 
Korrelation zwischen dem Therapieansprechen und der Expression von Pgp soll für die 
untersuchten Proben erstellt werden. Bei den MDR1-positiven Proben soll eine 
Resistenzmodulation durch Einsatz verschiedener Modifier (BIBW22BS im Vergleich 
zu Verapamil und Dexniguldipin) erfolgen. Der Effekt der Modifier soll mit 
verschiedenen Substraten von Pgp, die zur Behandlung der akuten myeloischen 
Leukämie eingesetzt werden, untersucht werden. Durch Inhibition des ’Drugefflux’ an 
resistenten leukämischen Blasten soll die zytotoxische intrazelluläre Konzentration der 
Substrate erhöht werden. Eine Beeinflussung des MDR1-Phänotyps kann einen Einfluß 
auf das Therapieansprechen und damit für die Prognose der akuten myeloischen 
Leukämie bedeuten. 
Ferner soll das neben einem Anthrazyklin bei der Therapie verwendete Ara-C, das kein 
Substrat von Pgp ist, mit dem zu erprobenden Resistenzmodulator BIBW22BS im In 
vitro-Verhalten gegenüber Zellen sensitiver und resistenter Zellinien untersucht werden. 
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2 .  M a t e r i a l  u n d  M e t h o d e n
2 .1  Patienten
In die Untersuchungsreihe wurden insgesamt 51 Patienten aufgenommen. Davon 
wiesen 25 Patienten eine unvorbehandelte AML und 26 Patienten eine rezidivierte 
oder persistierende AML auf. 
Ausgeschlossen wurden Patienten mit früheren hämatologischen Erkrankungen und 
mit myelodsyplastischem Syndrom oder bekannter stattgehabter Exposition zu 
Karzinogenen. 
2 . 2  Medikamentöse Behandlungsmaßnahmen
Die AIDA-Induktionstherapie (Idarubicin: 12 mg m-2 die-1 x 3; Ara-C: 200 mg m-2 
die-1 x 5; jeweils als kontinuierliche intravenöse Infusion) erhielt das gesamte 
Patientenkollektiv (Berman et al., 1991; Vogler et al., 1992; Flasshove et al., 2000; 
Wiernik et al., 1992). 
Eine komplette Remission wurde entsprechend der Standardkriterien definiert 
(Cheson et al., 1990). 
Bei den Patienten mit unvorbehandelter AML erreichten 68% (n = 17) eine 
komplette Remission und erhielten zwei weitere AIDA-basierende 
Konsolidierungszyklen. Drei dieser 18 Patienten erzielten nach zwei 
Induktionstherapien eine komplette Remission, und bei den übrigen Patienten wurde 
dies nach dem ersten Therapiezyklus erreicht. 
2 . 3  Zellproben
Den Patienten wurden vor Therapiebeginn Knochenmark- oder Blutproben in 
heparinisierten Spritzen entnommen. Aus den Proben wurden am gleichen Tag die 
mononukleären Zellen mittels Ficoll-Hypaque Dichtegradientzentrifugation (Dichte: 
1.077 g/ml; Firma Pharmacia, Uppsala, Schweden) mit 200.g bei Raumtemperatur 
über 25 Minuten isoliert. 
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2 .4  Zellinien
2 .4 .1  CEM-CCRF
Die humane T-Zell lymphoblastische Zellinie CEM-CCRF wurde von der American 
Type Culture Collection (ATCC, Manassas, Virginia, USA) erworben. Die Zellinie 
leitet sich von Foley et al. (1965) ab. Die sensitiven Zellen wurden 1964 aus dem 
peripheren Blut eines vierjährigen Mädchens entnommen, das an einer akuten 
lymphoblastischen Leukämie litt. 
Die Zellkultur wurde gemäß der ATCC in RPMI 1640 Medium (Firma Gibco, 
Karlsruhe, Deutschland) mit zusätzlichem hitzeinaktivierten fetalen Kälberserum 
10% (FCS; Firma Gibco) und L-Glutamin 1% (Firma Gibco) aufbewahrt und jeden 
2. bis 3. Tag wurde das Medium mit Zusätzen ersetzt. Die Inkubation erfolgte bei 
37° Celsius mit 5% Kohlendioxid und 95% Luftfeuchtigkeit. 
2 . 4 . 2  CEM-VBL
Die vinblastinresistente Zellinie CEM-VBL von CEM-CCRF wurde freundlicher-
weise von Dr. W. T. Beck, Memphis, Tennessee, USA zur Verfügung gestellt (Beck 
et al., 1979). 
Wie bereits früher demonstriert wurde, exprimieren diese Zellen Pgp auf ihrer 
Oberfläche. Dies konnte mit dem monoklonalen Antikörper HYB-241 erfolgreich 
nachgewiesen werden (Meyers et al., 1989).  
Die Zellinie wurde in RPMI-1640 Medium (Firma Gibco) mit zusätzlichem 
hitzeinaktivierten fetalen Kälberserum 10% (FCS; Firma Gibco) und L-Glutamin 1% 
(Firma Gibco) aufbewahrt. Die Inkubation erfolgte bei 37°.Celsius mit 5% 
Kohlendioxid (CO2) und 95% Luftfeuchtigkeit. 
2 . 5  Durchflußzytometrische Bestimmungen der CD34-Expression
Die mittels Zentrifugation isolierten Zellen wurden zunächst in RPMI Medium 
ergänzt mit FCS 10% gewaschen. Anschließend wurde eine Suspension von 2 x 106 
Zellen ml-1 vorbereitet. 50 μl dieser Suspension wurden mit 10..μl phycoerythrin-
konjugiertem HPCA-2 (anti 34-CD PE; Firma Becton Dickinson, San José, 
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Kalifornien, USA) bei 4°.Celsius für 20 Minuten inkubiert. Mit einem ELITE 
Durchflußzytometer (Firma Coulter Electronics, Hialeah, Florida, USA) wurden 
5000 Ereignisse gezählt. Das Fluoreszenzsignal des Phycoerythrins wurde 
logarithmisch verstärkt. Als Negativkontrolle diente ein irrelevanter, isotyp-
entsprechender monoklonaler Antikörper. 
Eine CD34-Expression unter 10% wurde als negativ eingestuft. 
Die Datenanalyse erfolgte mittels ELITE Software. 
2 . 6  Durchflußzytometrische Bestimmungen der P-Glykoproteinexpression
Die Messungen der Expression von Pgp erfolgte im wesentlichen wie bereits 1994 
von Müller und seinen Mitarbeitern beschrieben. 
Nach Vorbereitung einer Einzelzellsuspension wurden 2 x 106 Zellen pro Röhrchen 
in 50 μl des gegen eines oberflächlichen Pgp-Epitop gerichteten monoklonalen 
Antikörpers MRK16  (Syrinx, Frankfurt, Deutschland) zu 50..μg ml-1 in 
phosphatgepufferter Kochsalzlösung (PBS), die bovines Serumalbumin 10% enthielt 
(PBS/BSA; Testprobe). Zur Vermeidung einer nicht spezifischen Färbung wurden 
die Zellen mit einem Mausmyelomprotein IgG2Aκ (Firma Sigma, Deisenhofen, 
Deutschland) verdünnt in einer Konzentration von 50..μg ml-1 inkubiert 
(Kontrollprobe). Nach einer Inkubationsdauer von 45 Minuten bei 4° Celsius wurden 
die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Eine erneute Resuspendierung der Zellen 
erfolgte in 50 μl fluorescein-isothiozyanat-konjugiertem Kaninchen-Anti-(Maus IgG) 
Serum (Firma Sigma) verdünnt 1:32 in PBS/BSA und für 45 Minuten bei 4° Celsius 
inkubiert. Die Analyse erfolgte dann umgehend mit dem Flowzytometer. 
2 . 7  Zelluläre Effluxuntersuchungen
Für die Effluxuntersuchungen wurden 1 x 106 Zellen ml-1 entweder mit Rhodamin 
123, Daunorubicin oder Idarubicin mit einer Konzentration von 5 μg ml-1 inkubiert. 
Nach einer Inkubationsdauer von 15 Minuten bei 37° Celsius mit 5% CO2 und 95% 
Luftfeuchtigkeit wurden die Zellen gewaschen und in RPMI Medium mit 10% FCS 
entweder allein oder unter Zusatz von BIBW22BS, Dexniguldipin oder Verapamil 
resuspendiert. 
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Vor jedem Versuch wurden die vorgenannten Stoffe mit RPMI Medium und FCS 
10% verdünnt. 
Die durchflußzytometrische Analyse wurde nach 15-minütiger Inkubation bei 37° 
Celsius mit 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit durchgeführt. Unmittelbar der 
Inkubation anschließend wurden die Zellen erneut gewaschen und in eiskaltem 
RPMI Medium resuspendiert, um einen weiteren Efflux zu unterbinden, und auf Eis 
bis zur Analyse gelagert. 
Die Pgp-Funktion wurde als prozentuale Verringerung des Fluoreszenzsignals nach 
15 Minuten im Vergleich zur maximalen Fluoreszenz am Ende der Influxperiode 
quantifiziert. Als positiv wurde ein Efflux ab 10% definiert. 
Alle Untersuchungen wurden dreifach durchgeführt. 
2 . 8  In vitro-Zytotoxizitätsversuch
Die Bestimmung der Überlebensrate der sensitiven und resistenten Zellen, die mit 
Ara-C allein oder mit BIBW22BS inkubiert wurden, wurde mit dem Sulphorhodamin 
B (SRB)-Test durchgeführt. Der SRB-Test ist eine empfindliche Methode zur 
Bestimmung des Proteingehalts einer Zelle. Dieser ist über einen großen Bereich 
linear zur Zellzahl (Skehan et al., 1990).  
Zunächst wurden die Zellen (CEM-CCRF, CEM-VBL) mit PBS (phosphate buffered 
saline, phosphatgepufferte Kochsalzlösung, Firma Biochrom, Berlin, Deutschland) 
mit 0,25% Trypsin/EDTA (Firma Biochrom) für 2 Minuten bei 37 °C gewaschen 
und gezählt und mit einer Dichte von 5000 Zellen pro Well („Loch“) in eine 
96-Well-Mikrotiterplatte ausgesät (Firma Halcon, Heidelberg, Deutschland). Nach 
Inkubation der Zellen für 72 Stunden mit Ara-C mit oder ohne BIBW22BS und 
alleiniger Inkubation mit BIBW22BS ebenfalls für 72 Stunden wurde den Zellen mit 
BIBW22BS für eine Stunde Ara-C hinzugegeben. Nach Ablauf der Inkubationszeit 
wurde das weitere Wachstum der Zellen durch Fixierung gestoppt. Das Medium 
wurde vorsichtig aus der Mikrotiterplatte abgesaugt und die Zellen wurden mit 
150.µl gekühltem PBS gewaschen. Die Fixierung erfolgte nach Zugabe von 50.µl 
gekühlter Trichloressigsäure 50% (Firma Merck, Darmstadt, Deutschland) bei 
mindestens einer Stunde Lagerung im Kühlschrank (4.°C). Anschließend wurde die 
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Platte drei Mal mit PBS gewaschen und über Nacht bei Raumtemperatur (maximal 
40.°C) getrocknet. 
Zum Anfärben wurden in jedes Well 50.µl einer 0,4%-igen Lösung von SRB (Firma 
Sigma) in 1%-iger Essigsäure gegeben und für 10 Minuten bei Raumtemperatur 
inkubiert. Danach wurden die Zellen solange mit 1%-iger Essigsäure gewaschen, bis 
der Überstand in den Wells farblos war. Die angefärbten Zellen wurden wiederum 
bei Raumtemperatur getrocknet. 
Zur Vorbereitung der Messung wurden die Platte auf Eis gelegt und in jedes Well 
100.µl kalter Trispuffer 10 mM (Firma Sigma) pipettiert. Nach 10 Minuten war der 
Farbstoff von den Zellproteinen gelöst und der Inhalt der Wells konnte am 
Photometer (340 EL BIO Kinetics Reader, Firma Bio-Tek Instruments, Vermont, 
USA) bei 550.nm Wellenlänge gemessen werden. 
2 . 9  Verwendete Chemikalien
Daunorubicin und Idarubicin – Firma Farmitalia, Freiburg, Deutschland 
Rhodamin 123 – Firma Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
BIBW22BS – Firma Dr. Karl Thomae GmbH, Biberach/Riss, Deutschland 
Dexniguldipin – Firma Byk Gulden Pharmaceuticals, Konstanz, Deutschland 
Verapamil – Firma Knoll AG, Ludwigshafen, Deutschland 
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3 .  E r g e b n i s s e
3 .1  Bestimmung der Modulatorkonzentrationen an Zellen der Zellinie 
CEM-VBL
Die Resistenzumkehr der MDR sollte mit Hilfe von Resistenzmodulatoren erfolgen. 
Dabei wurde nicht nur deren Wirksamkeit gegen Pgp sondern ebenfalls die niedrigste 
wirksame Konzentration der Modifier in vitro ermittelt. Den vinblastinresistenten 
Zellen der Zellinie CEM-VBL wurden zur optimalen Bestimmung der einzelnen 
Konzentrationen der zu untersuchenden Modulatoren BIBW22BS, Dexniguldipin 
(DNIG) und Verapamil (VER) diese in aufsteigenden Konzentrationen hinzugefügt. 
Es wurden Modifierkonzentrationen von 0,1 bis 100 µM untersucht. Für die 
Effluxanalyse wurden 1 x 106 resistenter Zellen in einem ml aufgenommen und mit 
R123 in einer Konzentration von 2,5 µg ml-1 eingesetzt. Eine wirksame 
Konzentration zur Hemmung von Pgp war bei Erreichen eines R123-Efflux’ von 
≤.10% gegeben. 
Die niedrigste eingesetzte Konzentration von BIBW22BS bzw. DNIG von jeweils 
0,1..µM führte zu einer geringen prozentualen Reduktion des R123-Efflux’ auf 73 
bzw. 91% des ungehemmten Efflux’ (siehe Abbildung 5). Bei 0,3.µM DNIG konnte 
eine 49-%ige Effluxhemmung ermittelt werden. Mit BIBW22BS konnte eine 92-
%ige Inhibition bereits bei einer Konzentration von 0,3 µM erzielt werden und somit 
als wirksame Konzentration zur Effluxinhibition gefunden werden. Weitere 
Konzentrationserhöhungen von BIBW22BS zeigten einen Kurvenverlauf, der bei 
6 µM zu einer kompletten Hemmung des Efflux führte. Das heißt, bei dieser 
Konzentration verblieb das R123 vollständig in den vinblastinresistenten Zellen der 
Zellinie CEM-VBL. Bei DNIG wurde eine Hemmung von mehr als 90% des 
R123-Efflux’ bei einer Konzentration von 1 µM erreicht. Der Efflux betrug dabei 
7%. VER wurde erst ab 1 µM eingesetzt. Bei dieser Konzentration zeigte sich noch 
ein Efflux von 82%, der ebenfalls, wie bei den anderen zwei verwendeten Modifiern, 
mit steigender Konzentration zunächst steil abnahm, um bei niedrigeren 
Konzentrationen in einen flacheren sich gegen Null nähernden oder Null 
erreichenden Anteil überzugehen. Mit VER wurde im Gegensatz zu BIBW22BS und 
DNIG auch nicht bei der Maximalkonzentration von 100 µM eine vollständige 
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Hemmung des Efflux’ von R123 erreicht. Da BIBW22BS mit 0,3 µM die niedrigste 
effluxinhibierende Konzentration erzielte, ist es verständlich, daß der Kurvenverlauf 
des BIBW22BS vergleichend zu den weiteren gemessenen Resistenzmodulatoren am 
steilsten verläuft. Auch bei dieser Substanz zeigt sich der Eintritt der flacheren 
asymptotischen Verlaufsform mit Erreichen der 90-%igen Effluxinhibitionsmarke. 
Zusammenfassend läßt sich sagen, daß ein Reduktion des Efflux von R123 auf 10% 
mit Konzentrationen von 0,3 µM für BIBW22BS, 1 µM für DNIG und 10 µM für 
VER erreicht werden konnte. 
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 Abbildung 5: R123-Efflux in CEM-VBL-Zellen nach Inkubation 
mit BIBW22BS (), DNIG ({) und VER (U) 
durchflußzytometrisch gemessen 
3 .2  MDR-Modulation mittels BIBW22BS an Zellen der Zellinie CEM-VBL
An den Zellen der vinblastinresistenten Zellinie CEM-VBL, die eine hohe Pgp-
Expression aufweisen, wurde zunächst der Substratefflux der Substanzen R123, 
DNR und IDA untersucht. Ein möglicher bestehender Efflux dieser Substanzen sollte 
durch Zugabe des Resistenzmodulators BIBW22BS blockiert werden. 
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Für die Effluxanalyse wurden 1 x 106 Zellen ml-1 resistenter Zellen mit dem 
jeweiligen Substrat in einer Konzentration von 5 µg ml-1 mit und ohne BIBW22BS 
in einer Konzentration von 1µM inkubiert und mit dem Flowzytometer gemessen. 
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 Abbildung 6: R123-, DNR- und IDA-Efflux in CEM-VBL Zellen nach 
Inkubation mit Zellkulturmedium (helle Säulen) oder 
BIBW22BS (dunkle Säulen) durchflußzytometrisch gemessen 
(x ± SD, n = 3) 
Die durchflußzytometrischen Messungen nach 15 Minuten ergaben, daß die mit 
Frischmedium inkubierten Zellen eine starke Reduktion des intrazellulären Gehalts 
an R123, DNR und IDA aufwiesen (siehe Abbildung 6). Durch diesen starken Efflux 
der Substanzen verblieben in den multidrugresistenten Zellen lediglich 14% der 
initialen R123-Konzentration. DNR zeigte einen Efflux von 52%  und IDA von 62%, 
was einem intrazellulärem Verbleib von 48 und 38% nach 15-minütiger Inkubation 
entsprach. Wurde den Proben das Phenylpteridinderivat BIBW22BS in einer 
Konzentration von 1 µM hinzugegeben, so verringerte sich der Efflux aller 
verwendeten Substanzen in unterschiedlichem Ausmaß. Der R123-Efflux konnte um 
das 6-fache und der von DNR um das 3-fache reduziert werden. Dies entspricht 
einem prozentualen Efflux von 15 und 17%. Die IDA-Inkubation von 15 Minuten 
mit dem untersuchten Modifier BIBW22BS 1 µM ergab eine Effusion, die wesentlch 
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geringer als die der übrigen Substanzen ausgeprägt war. Die Effusion konnte nur von 
62 auf 46% verringert werden. Dies entspricht einem 1,3-fachen Rückgang im 
Gegensatz zum R123 und DNR. Durch Inhibition des Effluxmechanismus mittels 
BIBW22BS verblieben bei R123 85%, bei DNR 83% und bei IDA jedoch 54% in 
den vinblastinresistenten Zellen CEM-VBL. Fraglich bleibt der Mechanismus, der 
eine IDA-Effusion hervorruft. Aus Pgp-positiven Zellen gelangt IDA zwar ebenfalls 
zellauswärts, jedoch ließ sich die durch Pgp vermittelte MDR nicht in so starkem 
Ausmaß hemmen, wie es bei R123 und DNR der Fall war. 
3.3 Effluxuntersuchungen an Blastenpopulationen mit akuter myeloischer  
 Leukämie
Es wurde zunächst der Efflux der einzelnen fluoreszierenden Substanzen gemessen. 
Anschließend erfolgte die nochmalige Effluxmessung, nachdem jede dieser 
Substanzen mit den Resistenzmodulatoren versetzt wurden. Ein postiver Efflux 
wurde ab 10% definiert. 
3 . 3 . 1  Rhodamin 123
Von den insgesamt 51 Patienten handelte es sich um 25 Neuerkrankungen. 26 
Patienten wiesen ein Rezidiv oder Persistenz der AML auf. Von den 25 Patienten mit 
unvorbehandelter AML wiesen 32% (8 von 25 Patienten) einen positiven R123-
Efflux auf (siehe Abblidung 7a). Nach 15-minütiger Inkubation mit 
Zellkulturmedium ohne Zusätze wiesen die Blasten der Patienten mit positivem 
Efflux einen Efflux von im Mittel 24% auf. Wurde diesen Efflux-positiven 
Zellproben jeweils ein Resistenzmodulator hinzugefügt, so konnte der Efflux 
inhibiert werden (siehe Abbildung 8a). 1 µM BIBW22BS bewirkte, daß 97% des 
R123 bei den MDR-Positiven intrazellulär verblieb. 10 µM VER und 1 µM DNIG 
verursachten einen durchflußzytometrisch gemessenen Efflux von 11 und 4%. 
Im Gegensatz zu den Patienten mit unvorbehandelter AML wiesen nahezu doppelt so 
viele Erkrankte mit einem Rezidiv oder Persistenz der Erkrankung einen Efflux auf. 
Insgesamt 16 von 26 gemessenen Proben (62%) zeigten einen Efflux (siehe 
Abbildung 7b). Aus Abbildung 8b ist ersichtlich, daß auch hier bei 62% der 
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Patienten ein prozentualer Efflux von 24% ermittelt wurde. Das bedeutet, daß 76% 
des R123 in den leukämischen Blasten verblieben. Wurde den Zellproben der 
Patienten mit refraktärer oder rezidivierter AML ein Modifier hinzugefügt, so wurde 
in diesen Fällen ebenfalls eine deutliche Inhibition des Efflux’ erkennbar. Die 
Mittelwerte der Hemmung betrugen 98% für BIBW22BS 1 µM, 96% für VER 
10.µM und 99% für DNIG 1 µM. 
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 Abbildungen 7a, b: R123-Efflux in Blastenpopulationen von 
unvorbehandelter AML (oben) oder 
rezidivierter/refraktärer AML (unten) 
durchflußzytometrisch gemessen 
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Abbildungen 8a, b: R123-Efflux in resistenten Blastenpopulationen von 
unvorbehandelter AML (oben, n = 8) oder rezidivierter/ 
refraktärer AML (unten, n =16) nach Inkubation mit 
Resistenzmodulatoren oder mit Zellkulturmedium 
durchflußzytometrisch gemessen (x ± SD) 
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3 .3 .2  Daunorubicin
Das Effluxverhalten von DNR wurde an 22 Patientenproben mit unvorbehandelter  
AML untersucht. Bei Inkubation von DNR mit Zellkulturmedium konnte ein 
positiver Efflux bei 10 von 22 Untersuchungen festgestellt werden (siehe Abbildung 
9a). Dies entspricht 45% der Proben. Dabei verteilte sich der als positiv definierte 
Efflux zwischen 11 und 47%. Bei 27% der Patientenproben konnte überhaupt kein 
Efflux nachgewiesen werden. Aus Abbildung 9b geht hervor, daß das resistente 
Patientenkollektiv mit unvorbehandelter AML einen mittleren Efflux von 26% 
erkennen ließ. Nach Zugabe der MDR-Modulatoren zu den resistenten 
Blastenpopulationen konnte der Daunorubicinausstrom inhibiert werden, war jedoch 
schwächer als bei den positiven R123-Proben der Patienten mit unvorbehandelter 
AML ausgeprägt. Nach Zugabe von 1.µM BIBW22BS konnte der Efflux auf 12% 
reduziert werden. 10.µM VER und 1.µM DNIG ergaben eine Reduktion auf 16 und 
10%. 
Bei den rezidivierend Erkrankten und bei den Patienten mit Blastenpersistenz wurde 
ein positiver Efflux bei 44% der untersuchten Proben entdeckt. Es waren 18 
Untersuchungsproben auswertbar (siehe Abbildung 9b). Acht dieser Proben waren 
mit positivem Efflux gekennzeichnet. Eine Probe war nicht auswertbar. Die Proben 
mit nachweisbarem Efflux von 10% und mehr umfaßten einen Bereich von 17 bis 
48%. Bei fünf Patienten konnte keinerlei Efflux nachgewiesen werden. Dabei ergab 
sich bei 28% kein Efflux. Der Effluxmittelwert der als positiv eingestuften Proben 
betrug 34% (siehe Abbildung 10b). Wurde diesen resistenten leukämischen Blasten 
die Modifier hinzugegeben, so erhielt man Effluxmittelwerte von 4% für 1.µM 
BIBW22BS, 11% für 10.µM VER und 4% für 1.µM DNIG und somit eine deutliche 
Effluxinhibition.  
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 Abbildungen 9a, b: DNR-Efflux in Blastenpopulationen von 
unvorbehandelter AML (oben) oder 
rezidivierter/refraktärer AML (unten) 
durchflußzytometrisch gemessen 
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 Abbildungen 10a, b: DNR-Efflux in resistenten Blastenpopulationen von 
unvorbehandelter AML (oben, n = 10) oder rezidivierter/ 
refraktärer AML (unten, n = 8) nach Inkubation mit 
Resistenzmodulatoren oder mit Zellkulturmedium 
durchflußzytometrisch gemessen (x ± SD) 
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3 .3 .3  Idarubicin
Bei der Analyse des Effluxverhaltens des Anthrazyklins IDA, wurde bei 20 von 22 
gemessenen Patientenproben mit unvorbehandelter AML ein positiver Efflux 
analysiert (siehe Abbildung 11a). Dies macht 91% der Patienten mit 
unvorbehandelter AML aus. Im Gegensatz zu R123 und DNR ließ sich bei zwei 
unvorbehandelten AML kein Efflux von IDA nachweisen. Die Positiven variierten 
zwischen 11 und 54%. Der Mittelwert betrug 35%. Im Gegensatz zu den beiden 
anderen untersuchten Substanzen R123 und DNR ließ sich der Efflux aus den Zellen 
nicht durch 10 µM VER, 1 µM DNIG und 1 µM BIBW22BS blockieren. (siehe 
Abbildung 12a). 
Auch bei der refraktären/rezidivierten AML ergab sich ein hoher Anteil mit 
positivem Efflux. Von den 20 untersuchten Patienten wiesen 18 (90%) - wie bei den 
Proben der Patienten mit unvorbehandelter AML - einen Efflux zwischen 11 und 
54% auf. Bei den 18 Proben mit positivem Effluxnachweis gelang durch Einsatz der 
verschiedenen Modifier lediglich eine schwache Blockierung des IDA-Efflux. 
BIBWS22BS 1 µM konnte den Efflux auf 25% verringern, VER 10 µM auf 23 und 
DNIG auf 21%. 
3 .4  Korrelation zwischen CD34-Expression und Rhodamin 123-Efflux
Von 51 Patienten mit  AML wurden 40 Proben zur CD34-Bestimmung ausgewertet. 
Die CD34-Expression wurde ab 10% als positiv eingestuft. Die Variationsbreite der 
ermittelten Werte lag zwischen 10 und 90% (Mittelwert: 57%). Wie aus der 
Vierfeldertafel (siehe Tabelle 5) ersichtlich, zeigten 26 der insgesamt 40 
untersuchten Proben eine CD34-Antigenexpression (CD34+). Dies entspricht 65%. 
50% der Proben ergaben einen positiven Efflux von R123 (R123+; 20 von 40 
Patienten). Von den 26 CD34+ waren 58% (15 von 26 Patienten) gleichzeitig R123+. 
Betrachtet man allerdings die R123+, so zeigt sich, daß 15 von 20 Proben ebenfalls 
CD34 exprimierten (75%). Aus der obigen Tafel können insgesamt 15 Patienten 
ausgemacht werden, die sowohl eine positive CD34-Expression als auch einen 
positiven R123-Efflux vorweisen. Bezogen auf die Gesamtzahl der untersuchten 
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 Abbildungen 11a, b: IDA-Efflux in Blastenpopulationen von 
unvorbehandelter AML (oben) oder 
rezidivierter/refraktärer AML (unten) 
durchflußzytometrisch gemessen 
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Abbildungen 12a, b: IDA-Efflux in resistenten Blastenpopulationen von 
unvorbehandelter AML (oben, n = 20) oder persistierender/ 
rezidivierter AML (unten, n = 18) nach Inkubation mit 
Resistenzmodulatoren oder mit Zellkulturmedium 
durchflußzytometrisch gemessen (x ± SD) 
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Patienten ergibt das einen Anteil von 37,5%. Es ließ sich nach dem obigen 
Vierfeldertest keine Korrelation zwischen der Expression des CD34-Antigens und 
dem positiven Efflux des R123 bei Patienten mit AML finden (p ≤ 0,19). Einen 
negativen Nachweis beider untersuchten Merkmale wiesen insgesamt neun Patienten 
auf. Neun der 14 CD34-negativen Patienten (64%) wiesen auch keinen R123-Efflux 
auf und bei neun der insgesamt 20 R123- Patienten konnte keine CD34-
Antigenexpression ermittelt werden. 
 
 Tabelle 5: Korrelation zwischen R123-Efflux und CD34-Expression 
in AML-Blastenpopulationen (n = 40; p ≤ 0,19) 
CD34-Expression R123-Efflux Total 
 + -  
+ 15 11 26 
– 5 9 14 
 20 20 40 
 
 
3 . 5  Korrelation zwischen P-Glykoproteinexpression und Rhodamin 123-Efflux
Im Vergleich zum R123-Efflux, der als funktioneller Nachweis von Pgp gilt, wurde 
bei 22 der insgesamt 51 Patienten die Expression des für die MDR verantwortlichen 
Pgp bestimmt. Dazu wurde der gegen ein Oberflächenepitop gerichtete monoklonale 
Antikörper MRK16 verwendet. Er zeigt keine Kreuzresistenz zu dem menschlichen 
MDR2-Genprodukt. 
Insgesamt 12 von 22 Patienten (55%) wiesen eine nachweisbare Pgp-Expression auf 
(siehe Tabelle 6). 8 von 22 waren positiv hinsichtlich des R123-Efflux (36%). Bei 
den Patienten mit positivem R123-Efflux (R123+) konnte gleichzeitig bei sieben eine 
Pgp-Expression nachgewiesen werden (Pgp+; 87,5%). Von 12 Patienten, die Pgp+ 
waren, hatten auch sieben einen nachweisbaren positiven R123-Efflux (58%). 
Aus der Vierfeldertafel geht ferner hervor, daß neun von 14 Patienten (64%), die 
keinen R123-Efflux hatten, auch keine Pgp-Expression aufwiesen. Von 10 Patienten 
mit fehlender Pgp-Expression hatten neun keinen R123-Efflux nachzuweisen (90%). 
Zwischen der Pgp-Expression und dem positiven Effluxnachweis von R123 konnte 
mit dem Vierfeldertest eine signifikante Korrelation festgestellt werden (p ≤ 0,02). 
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 Tabelle 6: Korrelation zwischen R123-Efflux und Pgp-Expression in AML-
Blastenpopulationen (n = 22; p ≤ 0,02) 
Pgp-Expression R123-Efflux Total 
 + -  
+ 7 5 12 
– 1 9 10 
 8 14 22 
 
 
3 . 6  Rhodamin 123-Efflux und Therapieergebnis bei Patienten mit 
unvorbehandelter akuter myeloischer Leukämie
In dieser Arbeit wurden 25 Patienten mit erstdiagnostizierter AML unter anderem auf 
deren Pgp-vermittelte MDR untersucht. Dabei konnte durch durchflußzytometrische 
Untersuchungen bei acht der 25 Patienten (32%) ein Pgp-bedingter R123-Efflux 
verifiziert werden (siehe Tabelle 7). Das Untersuchungsmaterial wurde vor Beginn 
der Induktionstherapie gewonnen. Die 25 Patienten mit unvorbehandelter AML 
wurden mit einer AIDA-Induktionstherapie bestehend aus Ara-C und IDA behandelt. 
56% (14 von 25 Patienten) erreichten nach dem ersten Kurs der Induktionstherapie 
eine CR. Drei Patienten erreichten erst nach dem zweiten Kurs der 
Induktionstherapie eine CR. 20% der Erkrankten wiesen eine Blastenpersistenz auf. 
Zwei Patienten erreichte eine partielle Remission ohne Erreichen einer CR. 
Von den acht Patienten mit positivem Efflux erreichten fünf Patienten eine CR 
(62,5%). Nur bei einem Patienten mit R123-Efflux persistierten die myeloischen 
Blasten trotz chemotherapeutischer Behandlung. Zwei der Patienten mit positivem 
Efflux konnten eine CR nach dem zweiten Kurs der Induktionstherapie erzielen. Aus 
der Gruppe der Patienten mit positivem R123-Efflux erlangten fünf von acht 
Patienten (62,5%) im Vergleich zu 53% aus dem Patientenkollektiv ohne 
nachgewiesenen Efflux eine CR nach dem ersten Therapiezyklus. Der positive R123-
Efflux der Patienten mit erstdiagnostizierter AML ließ sich bei allen acht Patienten 
nach Zugabe des Resistenzmodulators BIBW22BS komplett blockieren, das heißt, 
daß der Efflux zu über 90% inhibiert wurde. 
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Betrachtet man die CD34-Antigenexpression der Patienten mit der Erstdiagnose 
einer AML, so wurde die Expression bei 17 dieser Patienten bestimmt. Von diesen 
17 Messungen konnten 41% (sieben Patienten) als positiv eingestuft werden. 43% 
der CD34+ erreichten nach dem ersten Induktionskurs eine CR. Vier der sieben 
Patienten waren neben der CD34-Positivität ebenfalls positiv bezüglich des R123-
Efflux’, die allesamt eine CR erreichten, zwei Patienten nach dem zweiten Therapie-
kurs. 
 Tabelle 7: R123-Efflux und Behandlungsergebnis bei Patienten mit 
unvorbehandelter AML (n = 25) (CR = klinische Remission, PR = 
partielle Remission, BP = Blastenpersistenz, n.b.= nicht bestimmt) 
Patienten R123- Efflux (%) 
R123-Efflux (%) 
+ BIBW22BS 
CD34-
Expression (%)
Therapie-
ergebnis 
1 0 0 1 PR 
2 0 0 0 BP 
3 0 0 0 CR 
4 0 0 0 CR 
5 0 0 48 BP 
6 0 0 5 BP 
7 0 13 n.b. CR 
8 0 2 32 CR 
9 0 0 47 BP 
10 0 4 n.b. PR 
11 0 0 n.b. PR→CR 
12 0 0 n.b. CR 
13 0 0 n.b. PR 
14 5 16 1 CR 
15 8 0 3 CR 
16 8 4 5 CR 
17 9 0 n.b. CR 
18 13 0 n.b. CR 
19 17 0 7 BP 
20 19 0 90 PR→CR 
21 22 0 n.b. CR 
22 23 8 0 CR 
23 25 0 75 CR 
24 32 0 30 PR→CR 
25 40 0 17 CR 
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3.7 In vitro-Zytotoxizität von Cytosinarabinosid bei den Zellinien 
CEM-CCRF und CEM-VBL
Ara-C gehört zu den Zytostatika, die zur Behandlung der AML eingesetzt werden. Es 
unterliegt nicht dem Mechanismus der MDR. In diesem Versuchsaufbau sollte die 
Überlebensrate Pgp-positiver und -negativer Zellen einer sensitiven und resistenten 
Zellinie ermittelt werden, wenn sie mit Ara-C inkubiert wurden. Zum Nachweis 
möglicher Interaktionen wurden die Zellen beider Zellinien zum Ara-C mit dem 
Resistenzmodulator BIBW22BS inkubiert. Dazu wurde Ara-C jeweils eine und 72 
Stunden mit Zellen der sensitiven Zellinie CEM-CCRF und der resistenten Zellinie 
CEM-VBL inkubiert. BIBW22BS wurde bei allen Versuchen 72 Stunden mit Zellen 
der beiden Zellinien inkubiert und jeweils in einer Konzentration von 0,3.µM 
eingesetzt, die mindestens eine 90%ige Effluxinhibition von R123 an Pgp-haltigen 
resistenten Zellen der Zellinie CEM-VBL bewirkt (siehe 3.1). Ara-C wurde in 
steigenden Konzentrationsreihen von 0,001 bis 100 µmol l-1 untersucht. 
3.7.1 In vitro-Zytotoxizität von Cytosinarabinosid an Zellen der Zellinie  
 CEM-CCRF
Nach dreitägiger Inkubation des Ara-C mit den drugsensitiven Zellen, die kein Pgp 
exprimieren, zeigte sich, wie aus der Abbildung 13 hervorgeht, daß die niedrigste 
eingesetzte Konzentration von 0,001 µmol l-1 einen Zelltod von 20% verursachte. In 
weiteren steigenden Schritten der Konzentration nahm der Kurvenverlauf einen sehr 
steilen Verlauf an, so daß bei 0,01 µmol l-1 die Zellen noch eine Überlebensrate von 
28% aufwiesen. Bei 0,1 µmol l-1 waren nahe zu alle sensitiven Zellen 
zugrundegegangen. 
Wurden die sensitiven Zellen und Ara-C noch zusätzlich mit BIBW22BS inkubiert, 
so ergab sich eine während des gesamten Konzentrationsumfanges des Ara-C von 
0,001 bis 0,6 µmol l-1 eine hohe zelluläre Überlebensrate der sensitiven Zelle. Es 
konnte lediglich ein minimaler Zelluntergang (maximal 15%) verzeichnet werden. 
Eine eigene zytotoxische Wirkung des BIBW22BS gegenüber den sensitiven Zellen 
der Zellinie CEM-CCRF konnte ausgeschlossen werden (siehe Abbildung 13). 
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Abbildung 13: In vitro-Zytotoxizität von Ara-C mit und ohne BIBW22BS nach 72-
stündiger Inkubation mit sensitiven Zellen der Zellinie CEM-CCRF 
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Abbildung 14: In vitro-Zytotoxizität von Ara-C mit und ohne BIBW22BS nach 1-
stündiger Inkubation mit sensitiven Zellen der Zellinie CEM-CCRF 
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Die Ergebnisse nach einstündiger Inkubation der Pgp-negativen Zellen mit Ara-C 
ergaben ab einer Konzentration von 0,3 µmol l-1 ein ähnliches Bild wie nach 
dreitägiger Inkubation (siehe Abbildung 14). Es überlebten kaum sensitive Zellen. 
Die Ergebnisse unterschieden sich dahin, daß bei 0,1 µmol l-1 nach einer Stunde noch 
36% der Zellen im Gegensatz zum kompletten Zelltod bei 72 Stunden überlebten. 
Diese Differenz ließ sich durch die unterschiedliche Inkubationszeit der Zellen mit 
Ara-C erklären. Nahezu identische Ergebnisse ergaben sich beim Einsatz von 0,3 und 
0,6 µmol l-1. Hier näherte sich die Überlebensrate der sensitiven Zellen gegen Null 
oder erreichte 0%. Das Ergebnis der zusätzlich mit BIBW22BS inkubierten Zellen 
nach einer Stunde stellt ein Abbild der 72-stündigen Inkubationsergebnisse dar. Die 
sensitiven Zellen der Zellinie CEM-CCRF zeigten einen maximalen Zelltod von 10% 
der Zellen. 
3.7.2 In vitro-Zytotoxizität von Cytosinarabinosid an Zellen der Zellinie  
 CEM-VBL
Der gleiche Versuchsaufbau (siehe Abbildung 15) diente zum Vergleich der 
resistenten Zellen gegenüber Ara-C und andererseits Ara-C mit BIBW22BS. Bei 
dreitägiger Inkubation von Ara-C ergab die erste gemessene Konzentration von 
0,01.µmol l-1, im Gegensatz zu den Ergebnissen mit sensitiven Zellen, daß Ara-C mit 
und ohne dem Phenylpteridinderivat keinen Zelluntergang hervorrief. Bis zum 
zehnfachen Konzentrationsansatz verhielten sich die Zellen mit und ohne 
BIBW22BS sehr ähnlich. Bei 0,1 µmol l-1 zeigten die Zellen, die nur mit Ara-C 
inkubiert wurden, eine 86%-ige Überlebensrate. Mit BIBW22BS lag diese noch bei 
100%. Bei 10 µmol l-1 erreichten beide Kurven fast den Nullpunkt, das heißt, es 
überlebten fast keine Zellen. Bei der resistenten Zellinie verhielten sich Ara-C als 
auch Ara-C mit Zusatz ähnlich. 
Nach einstündiger Inkubation von Ara-C mit dem Resistenztyp der Zellinie CEM-
VBL zeigte sich bei den getesteten Konzentrationen tendenziell das gleiche Ergebnis 
wie zuvor. Gemäß Abbildung 16 bestand bei einer einstündiger Inkubation und einer 
Konzentration von 1 µmol l-1 noch eine 100%-ige Überlebensrate, obwohl nach 72-
stündiger Inkubation die Überlebensrate abgefallen war. 
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Abbildung 15:  In vitro-Zytotoxizität des Ara-C mit und ohne BIBW22BS 
nach 72-stündiger Inkubation mit den resistenten Zellen der 
Zellinie CEM-VBL 
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Abbildung 16:  In vitro-Zytotoxizität des Ara-C mit und ohne BIBW22BS 
nach 1-stündiger Inkubation mit den resistenten Zellen der 
Zellinie CEM-VBL 
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Ähnlich verhielt es sich bei 10 µmol l-1. Dies war durch die unterschiedlich langen 
Inkubationszeiten, wie sie bereits zwischen den Abbildungen 13 und 14 bestehen, zu 
erklären. Auch dort gab es bei den Zellen, die lediglich mit Ara-C inkubiert wurden, 
Unterschiede in der prozentualen Überlebensrate aufgrund der ungleich langen 
Inkubationszeiträume. 
Zusammenfassend läßt sich sagen, daß beim Wildtyp (ohne Pgp) Ara-C ohne 
Modifier wesentlich zytotoxischer zu sein schien als das Ara-C mit BIBW22BS. 
Beim Ara-C mit BIBW22BS überlebten die sensitiven Zellen. 
Beim Resistenztyp (mit Pgp) zeigte sich, daß Ara-C mit oder ohne BIBW22BS 
unverändert zytotoxisch wirkte. 
 
47 
4. Diskussion 
   
4 .  D i s k u s s i o n
Die AML ist eine Erkrankung mit maligner Transformation hämatopoetischer 
Stammzellen mit Proliferation und Akkumulation neoplastischer Zellen im 
Knochenmark und zumeist auch im Blut. 
Bei Erwachsenen stellt die AML 80% der Leukämien dar. Die chemotherapeutische 
Behandlung erfolgt durch Kombination verschiedener Zytostatika. Das Ziel der 
medikamentösen Therapie ist das Erreichen und die Aufrechterhaltung einer CR. 
Eines der Hauptgründe für das Therapieversagen bei der AML ist die Resistenz der 
malignen Zellen gegenüber einer Vielzahl natürlicher Substanzen, die weder eine 
strukturelle noch eine funktionelle Beziehung miteinander erkennen lassen 
(Xenobiotika). Diese Vielfach- oder Mehrfachresistenz (MDR) kann sich als 
intrinsische Resistenz bei Diagnosestellung einer AML oder im Verlauf einer 
zytostatischen Therapie oder bei Vorliegen eines Rezidivs entwickeln (erworbene 
oder sekundäre Resistenz). Ein denkbarer Ansatz, die Prognose von Patienten mit 
AML zu verbessern, besteht in der Überwindung der MDR-vermittelten Resistenz. In 
der vorliegenden Arbeit ist das BIBW22BS als potenter Resistenzmodulator der Pgp-
vermittelten Resistenz untersucht worden. Bei der MDR werden in letzter Zeit 
verschiedene Resistenzmechanismen (atypische MDR) diskutiert, die eigenständig 
oder im Verbund zur Resistenzentwicklung bei der AML beitragen und im folgenden 
ebenfalls zu berücksichtigen sind. 
4 . 1  P-Gykoproteinaktivität als prognostischer Faktor bei unvorbehandelter 
akuter myeloischer Leukämie
Es existieren zahlreiche Untersuchungen, die eine Pgp-Funktion bei einer 
unvorbehandelten AML als einen ungünstigen prognostischen Faktor bezogen auf 
die Rate der CR, die Dauer der CR, die Gesamtüberlebensrate und die erhöhte 
Inzidenz einer sekundären Resistenzentwicklung bei einem Rezidiv ansehen (Borg et 
al., 1998, Campos et al., 1992; Del Poeta et al., 1996; Jiang et al., 1998; Sievers et 
al., 1995; van den Heuvel-Eibrink et al., 1997). Die Rate der erreichten CR wird in 
der Literatur bei den unter 60-jährigen mit einer unvorbehandelten AML zwischen 
60 bis 80% angegeben (Burnett, 1998; Cassileth et al., 1992; Hann et al., 1997; 
Mayer et al., 1994, Pogliani et al., 2001). In dieser Arbeit erreichten insgesamt 68% 
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der Patienten mit der Erstdiagnose einer AML eine CR. Dieses Ergebnis steht im 
Einklang mit bisherigen Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen. Von diesen 17 von 
25 Patienten wiesen acht (32%) einen positiven R123-Efflux auf. Fünf der acht 
Patienten erzielten nach dem ersten Induktionskurs und zwei nach dem zweiten Kurs 
eine CR.  
Weitere Studien (Campos et al., 1992; Leith et al., 1999; Marie et al., 1991, 1996; 
Pirker et al., 1991) zeigten eine Variationsbreite von 20 bis 75% Pgp-positiver Fälle 
auf. Diese Diskrepanz wird durch verschiedene Untersuchungstechniken oder durch 
unterschiedliche Patientenselektion bezogen auf den Reifegrad der AML 
zurückgeführt. Ferner ist auch das Ausmaß der Pgp-Expression zu beachten. Dies 
bedeutet, daß die neoplastischen Zellen einem dynamischen Prozeß unterliegen und 
sich das Effluxverhalten dieser Zellen im Verlauf einer unvorbehandelten AML 
ändern kann (van der Kolk et al., 2002). 
In dieser Arbeit konnte bei 32% der neuerkrankten Patienten eine R123- 
Effluxaktivität nachgewiesen werden. Die Rate an CR soll bei unvorbehandelter 
AML mit Pgp-Positivität signifikant niedriger sein als bei Pgp-negativen Patienten 
(Del Poeta et al., 1999; Leith et al., 1997, 1999; Marie et al., 1991; Pirker et al., 
1991; Zochbauer et al., 1994). In der vorliegenden Studienarbeit wurde kein 
deutlicher Unterschied zwischen den multidrug-positiven und -negativen Patienten 
ermittelt. 62,5% der Patienten mit nachgewiesenem Efflux konnte nach dem ersten 
Zyklus der AIDA-Induktionstherapie eine CR erreichen. Die CR-Rate bei den 
Patienten ohne Efflux betrug dagegen 53%. Auch Broxterman und Mitarbeiter 
(2000) konnten bei Patienten mit erstdiagnostizierter AML keine Korrelation 
zwischen dem nachgewiesenem Pgp und der Rate an CR, der Länge des rezidivfreien 
Intervalls als auch der Gesamtüberlebensrate bestätigen. Diese Ergebnisse legen die 
Vermutung nahe, daß die Überexpression von Pgp nicht allein für die schlechte 
Prognose der AML verantwortlich sei (siehe 4.6). Pogliani et al. (2001) untersuchten 
50 Patienten mit einer unvorbehandelten  AML und fanden heraus, daß 45% der 
multidrug-positiven Patienten eine CR erzielten. In der negativen Gruppe erreichten 
jedoch 80% eine CR. Hierbei ist jedoch die mit den Anthrazyklinen DNR oder IDA 
erfolgte Induktionstherapie zu beachten. In der vorliegenden Arbeit wurde zur 
Induktion lediglich das Anthrazyklin IDA verwendet, so daß die Ergebnisse der 
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Studie von Pogliani et al. (2001) nicht vollständig mit dem Ergebnis dieser Studie zu 
vergleichen sind (siehe 4.3). 
4 . 2  Änderung der P-Glykoproteinexpression bei rezidivierter oder refraktärer 
akuter myeloischer Leukämie
Die Pgp-Expression soll bei Rezidiverkrankungen einer Hochregulation durch 
klonale Selektion unterliegen (van der Kolk et al., 2002). So können gegebenfalls 
einige MDR1-resistente Zellen bei Patienten mit unvorbehandelter AML durch das 
Anthrazylin der Induktionstherapie unbeeinflußt bleiben und für ein Rezidiv 
verantwortlich sein. In der Literatur werden kontroverse Angaben über die Pgp-
Expression im Rezidivfall beschrieben. Zahlreiche Publikationen weisen auf die 
erhöhte Expression hin (Beck et al., 1996; Guerci et al., 1995; List, 1996; Maslak et 
al., 1994; Marie et al., 1991; Schröder et al., 1996a, b; Wood et al., 1994; Zhou et al., 
1995). Dabei handelt es sich um Studien, die nicht gepaarte Stichproben (non-paired 
samples; unvorbehandelt versus Rezidiv) mit einer geringen Anzahl an Rezidivfällen 
verglichen. Tabelle 8 zeigt eine Auflistung dieser ungepaarten Vergleiche zwischen 
der MDR1-Genexpression bei Rezidiverkrankungen versus erstdiagnostizierter 
AML. Dabei ergibt sich, von Ausnahmen abgesehen, eine erhöhte Expression zum 
Zeitpunkt des Rezidivs oder der refraktären Erkrankung. 
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 Patientenanzahl
Referenz Unvorbe-
handelt
Rezidiv
MDR1-Genexpression beim Rezidiv versus 
unvorbehandelter AML 
    
Beck et al., 1996 14 23 höher 
Guerci et al., 1995 69 10 höher 
List, 1996 21 29 gleich / höher 
Marie et al., 1991 21 6 gleich 
Musto et al., 1990 8 7 niedriger 
Maslak et al., 1994 18 19 höher 
Michieli et al., 1991 38 21 höher 
Schröder et al., 1996a, b 25 26 höher 
 
Tabelle 8: Überblick über ungepaarte Studienvergleiche der MDR1-Genexpression 
bei rezidivierter im Vergleich zu unvorbehandelter AML  
(van den Heuvel-Eibrink et al., 2001 (modifiziert)) 
Vergleicht man gepaarte Patientenproben ergeben sich unterschiedliche Resultate der 
MDR1-Genexpression für  unvorbehandelte und rezidivierte/refraktäre AML (siehe 
Tabelle 9). Lediglich Wood und Mitarbeiter (1994) konnten bei 14 untersuchten 
Patienten einen einheitlich höheren Prozentsatz an Pgp-positiv Erkrankten beim 
Rezidiv im Vergleich zur Erstdiagnose zeigen. Die neueren Untersuchungen von van 
den Heuvel-Eibrink et al. (2001 & 2002) und van der Kolk et al. (2001) konnten in 
gepaarten Untersuchungsreihen zeigen, daß es während des Zeitraums der 
Rezidiventwicklung oder bei einer refraktären AML zu keiner signifikanten 
Änderung der Regulation der MDR1-Genexpression kommt. 
In der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt 51 Patientenproben auf die Pgp-
Aktivität untersucht (25 unvorbehandelte, 26 rezidivierte/refraktäre AML). Hierbei 
handelte es sich um ungepaarte Proben. Zweiunddreißig Prozent der 
unvorbehandelten AML und 68% der rezidivierten oder refraktären AML wiesen 
eine positive Pgp-Aktivität auf. Der niedrigere Efflux bei unvorbehandetlen AML 
und der höhere Efflux bei rezidivierter oder refraktärer AML stimmt überwiegend 
mit den Untersuchungsgruppen mit ungepaarten Stichproben überein (siehe Tabelle 
8).  
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Referenz Patientenanzahl MDR1-Genexpression beim Rezidiv 
versus unvorbehanelter AML 
   
Guerci et al., 1995 4 höher / gleich 
Hart et al., 1994 9 höher / niedriger 
Ino et al., 1994 21 gleich / niedriger 
Ito et al., 1989 10 höher / niedriger 
List, 1996 17 Niedriger 
Marie et al., 1991 4 höher / gleich 
Marie et al., 1993 4 höher / niedriger / gleich 
Maslak et al., 1994 5 höher 
Michieli et al., 1991 7 höher / niedriger / gleich 
Sato et al., 1990 6 gleich 
Wood et al., 1994 14 höher 
van den Heuvel-Eibrink et al., 2001 30 gleich 
van den Heuvel-Eibrink et al., 2002 20 gleich 
van der Kolk et al., 2001 30 gleich 
 
Tabelle 9: Überblick über gepaarte Studienvergleiche der MDR1-Gen-
expression bei rezidivierter und unvorbehandelter AML 
(van den Heuvel-Eibrink et al., 2002 (modifiziert)) 
4.3  Effektivität von Idarubicin in vivo und in vitro
In der MDR1-resistenten Zellinie CEM-VBL konnte der Efflux von R123 um das 
6-fache, DNR um das 3-fache und IDA um das 1,3-fache durch den 
Resistenzmodifier BIBW22BS blockiert werden. Bei den Untersuchungen der AML-
Blastenpopulationen konnte bei den Pgp-positiven Patienten der Efflux von R123 
und DNR nach Modulatorzugabe (BIBW22BS 1 µM, Verapamil 10..µM, 
Dexniguldipin 1 µM) deutlich gehemmt werden. Im Vergleich zu R123 und DNR 
konnte die IDA-Effusion nur sehr schwach durch Zugabe der genannten 
Resistenzmodulatoren inhibiert werden. 
Zur Therapie der AML wird neben Ara-C ein Anthrazyklinderivat verabreicht 
(Bishop et al., 1996; Lowenberg et al., 1998; Vellenga et al., 1999; Weick et al., 
1996). Anthrazykline sind in der Lage den MDR1-Phänotyp zu induzieren und sind 
Substrate von Pgp (Higgins 1992; Mankhetkorn et al., 1996; Ross, 2000) (siehe 
Tabelle 3). 
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Das 4-Demethoxy-Derivat des DNR, Idarubicin, weist eine höhere Zytotoxizität im 
Vergleich zu den anderen Anthrazyklinen auf (Tolomeo et al., 1996). In vitro-
Untersuchungen konnten an verschiedenen Zellinien eine 2- bis 12,3-fach höhere 
zytotoxische Wirkung als Doxorubicin oder DNR zeigen (Dodion et al., 1987; Kuffel 
et al., 1992; Schott & Robert, 1989). Eine wesentlich ausgeprägtere zytotoxische 
Aktivität wurde an MDR-Zellinien (27,8- bis 64,2-fach) nachgewiesen (Facchetti et 
al., 1991; Schott & Robert, 1989). IDA führt im Vergleich zu den übrigen 
Anthrazyklinen nicht zu einer MDR1-Genexpression (Lotfi et al., 2002). Schröder et 
al. (2000) implizieren jedoch eine durch IDA hervorgerufene MDR-Induktion. Der 
Hauptmetabolit von IDA, IDA-ol ist ein Substrat von Pgp. 
Auch bei der Behandlung der AML besteht die Möglichkeit, daß IDA den übrigen 
Anthrazyklinen überlegen ist (Carella et al., 1990; Mehta et al., 1996; Nussler et al., 
1997; Wiernik et al., 1992). Die höhere Lipophilie und die reduzierte Sensitivität 
gegenüber MDR-Mechanismen (Pgp und MRP) können diesen möglichen Vorteil 
erklären (Smeets et al., 1999). 
Die Arbeitsgruppe von Pogliani et al. (2001) untersuchte 50 Patienten mit 
erstdiagnostizierter AML, die entweder mit dem Anthrazyklin DNR oder IDA 
therapiert wurden. Bei den Patienten mit Pgp-negativer AML konnte zwischen der 
Therapie mit DNR oder IDA kein signifikanter Unterschied bezüglich der Rate an 
CR festgestellt werden. Im Gegensatz dazu ergab sich bei den Patienten mit Pgp-
positiver AML ein signikanter Unterschied, wobei 70% der mit IDA behandelten 
Patienten im Gegensatz zu 40% der mit DNR behandelten Patienten eine CR 
erreichten. Bei der Gesamtüberlebensrate bestand ebenfalls ein signifikanter 
Unterschied zugunsten der Patienten, die mit IDA behandelt wurden. 
Chiodini und Mitarbeiter (1999a) untersuchten an der MDR-Zellinie CEM-VBL die 
Effektivität des IDA und DNR mit jeweiliger Zugabe des Resistenzmodulators 
Cyclosporin A (CsA). Sie fanden heraus, daß IDA ein höheres Uptake und eine 
erhöhte apoptotische Zellrate aufwies. Diese Effekte konnten sie nach Zugabe von 
CsA potenzieren. Auch die Arbeitsgruppe von Michieli et al. (1994a) kamen zu dem 
gleichen Ergebnis. Da für IDA keine oder teilweise eine Substratspezifität für Pgp 
besteht (Broxterman et al., 2000; Chiodini et al., 1999a; Lotfi et al., 2002; Schröder 
et al., 2000), kann die Potenzierung nach Zugabe eines Resistenzmodulators durch 
den Hauptmetaboliten des IDA, Idarubicinol (IDA-ol oder Dihydro-Idarubicin), 
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erklärt werden (Schröder et al., 2000). IDA-ol ist der Alkoholmetabolit des IDA und 
hat die gleiche zytotoxische Wirkung wie IDA (Kuffel et al., 1992; Tidefelt et al., 
1996). Der intrazelluläre Uptake von IDA ist jedoch geringer (Tolomeo et al., 1996), 
IDA-ol ist aber im Vergleich zur Grundsubstanz ein Pgp-Substrat, so daß sich der 
Efflux mittels Resistenzmodulation hemmen läßt (Roovers et al., 1999; Ross et al., 
1995; Schröder et al., 2000). 
Einige In vitro-Studien zeigten, daß die intrazelluläre IDA-Akkumulation im 
Vergleich zu DNR in Pgp-exprimierenden Zellinien schneller und höher verlief 
(Bogush & Robert, 1996; Mankhetkorn et al., 1996). So lieferten Smeets und 
Mitarbeiter (1999) einen weiteren Erklärungsversuch zur effektiveren IDA-Therapie 
bei der AML. Sie untersuchten die DNA-Interkalation von DNR und IDA an Pgp- 
und MRP1-exprimierenden Zellinien. Es zeigte sich, daß die Bindung des DNR an 
die DNA sowohl durch Pgp als auch durch MRP1 beeinflußt wird. Im Vergleich 
dazu wird die DNA-Interkalation des IDA lediglich durch MRP1 und nicht durch 
Pgp beeinflußt. Diese Ergebnisse stehen mit durchgeführten Studien von Hargrave et 
al. (1995), Berman & McBride (1992) und Michieli et al. (1994b) im Einklang, daß 
IDA in Pgp-exprimierenden Zellinien effektiv ist. Im Gegensatz zu diesen 
Ergebnissen existieren verschiedene Arbeiten (Bogush & Robert, 1989; 
Mankhetkorn et al., 1996; Mulder et al., 1995), die einen vergleichbaren Efflux von 
DNR und IDA nachweisen. Die DNA-Interkalation von Anthrazyklinen korreliert 
direkt mit deren Zytotoxizität (Gieseler et al., 1994).  
Apoptose kann durch Anthrazykline in therapeutischen Dosen induziert werden 
(Chiodini et al., 1999b; Skladanowski & Konopa, 1993). IDA kann Apoptose in 
leukämischen Zellen verursachen (Vial et al., 1997). Lotfi et al. (2002) untersuchten 
an leukämischen Zellinien die Apoptoseinduktion durch die Anthrazykline DNR und 
IDA. Ihre Ergebnisse wiesen eine effektivere Induktion der Apoptose durch IDA als 
durch DNR auf. Die Ergebnisse basieren auf identische intrazelluläre 
Konzentrationen beider Anthrazykline und nicht auf äquitoxische extrazelluläre 
Konzentrationen. 
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4 . 4  Modulation der P-Glykoprotein-vermittelten Resistenz durch BIBW22BS
In der vorliegenden Arbeit konnte BIBW22BS erstmalig als effektiver 
Resistenzmodulator der Pgp-vermittelten MDR in vitro bei Patienten mit 
rezidivierender/refraktärer und erstdiagnostizierter AML dargestellt werden. Bei 
32% der Patienten mit unvorbehandelter  AML konnte der MDR1-Phänotyp 
nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu erfolgte bei 68% der Patienten mit 
Rezidiv/Persistenz ein Resistenznachweis. Der Efflux von R123 und DNR wurde 
signifikant mit 1 µM BIBW22BS sowohl bei den Patienten mit Persistenz/Rezidiv 
als auch mit Ersterkrankung blockiert. Diese Konzentration wurde ebenfalls von 
unterschiedlichen Arbeitsgruppen in Versuchsreihen mit verschiedenen Zellinien 
ermittelt (Boven et al., 1999; Chen et al., 1993; Gaj et al., 1998; Jansen et al., 1994, 
1998; Liu et al., 1996b). Die Effluxinhibition von BIBW22BS wurde mit den 
Resistenzmodulatoren VER (Jansen et al., 1994) und Dexniguldipin (DNIG) 
(Scheulen et al., 1994) verglichen. Der Efflux von R123 und DNR konnte signifikant 
bei Patienten mit AML in vitro mit 1 µM BIBW22BS, 1 µM DNIG und 10.µM VER 
bei beiden Patientengruppen gehemmt werden (siehe 4.3). Bei der kompletten 
Effluxinhibition an der Zellinie CEM-VBL wurde kein signifikanter Unterschied 
zwischen 0,3 µM BIBW22BS, 1 µM DNIG und 10 µM VER festgestellt. 
BIBW22BS (4-[N-(2-hydroxy-2-methylpropyl)-ethanolamino]-2,7-bis(cis-2,6-
dimethyl-morpholino)-6-phenylpteridin (Strukturformel siehe Abbildung 3) (Liu et 
al., 1996b) leitet sich vom Dipyridamol (DPM), einem Thrombo-
zytenaggregationshemmer ab (Fitzgerald, 1987). Die pharmakodynamischen Effekte 
des DPM bestehen in der Hemmung des Nukleosidtransports und der 
Phospodiesterase des zyklischen Adenosinmonophosphats (Chen et al., 1993). Durch 
Inhibition des Nukleosidtransports wird die Zytotoxizität einiger Zytostatika 
verstärkt. DPM agiert bei der Resistenzmodulation der MDR sowohl mit dem Pgp als 
auch mit dem MRP (Avendaño & Menéndez, 2002). Nachteilig ist die hohe 
Konzentration von mehr als 10 µM, die zur optimalen MDR1-Modulation notwendig 
ist (Asoh et al., 1989; Shalinsky et al., 1990; Tatsuta et al., 1991). Jansen und 
Mitarbeiter (1994) konnten die modulatorischen Eigenschaften von DPM bestätigen. 
Bei einer Konzentration von 10 µM erreichten sie lediglich eine minimale 
Resistenzumkehr. Ramu und Ramu (1989) konnten zeigen, daß einige 
Phenylpteridinderivate gute resistenzmodulatorische Eigenschaften besitzen. So 
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untersuchten Jansen et al. (1994) die resistenzumkehrenden Eigenschaften des 
BIBW22BS an verschiedenen Zellinien. Sie demonstrierten, daß Konzentrationen 
zwischen 0,5 bis 2 µM ausreichend waren, um die Resistenz von Vincristin und 
Doxorubicin in Pgp-positiven Zellinien komplett umzukehren. BIBW22BS war 20 
bis 100-fach potenter als DPM und auch stärker wirksam als die übrigen 
untersuchten Modifier (Bepridil, Flunarizin). In äquimolaren Konzentrationen von 1 
µM war BIBW22BS potenter als VER. In Pgp-negativen Zellinien hat BIBW22BS 
keine verstärkende zytotoxische Wirkung. Dies konnte in dieser Arbeit im In vitro-
Zytotoxizitätsversuch mit Zellen der Zellinie CEM-CCRF, die kein Pgp exprimieren, 
bestätigt werden (siehe Abbildung 13) 
Liu und Mitarbeiter (1996b) konnten ebenfalls in einer Untersuchungsreihe 
bestätigen, daß bereits niedrige BIBW22BS-Konzentrationen (0,5 bis 2 µM) zu einer 
kompletten Resistenzumkehr von Vinblastin und Doxorubicin in der Zellinie CEM-
VBL führen. Sie konnten eine feste (kovalente) Bindung zwischen dem Pgp und 
BIBW22BS nachweisen. Ferner stellten sie eine Zunahme der Bindungen und der 
Akkumulation von BIBW22BS in dieser Zellinie fest. BIBW22BS akkumuliert zwar 
in Pgp-positiven Zellen, unterliegt jedoch nicht dem Pgp-vermittelten Efflux. Pgp-
negative Zellen weisen eine deutlich geringere Akkumulation auf. Ungeklärt bleibt 
die Frage, weshalb sich BIBW22BS in MDR1-resistenten Zellen anhäuft. Im 
Gegensatz dazu akkumuliert VER gleich stark in resistenten und sensitiven Zellen 
und stellt ein Substrat von Pgp dar (Safa, 1988; Safa et al., 1987). 
Bei dem in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Zytotoxizitätstest (siehe 
Abbildungen 13 - 16) interagierte BIBW22BS mit dem Ara-C - einem nicht Pgp-
Substrat (Pallis et al., 2002) - in Zellen der sensitiven Pgp-negativen Zellinie und 
führte zu einem Verlust der zytotoxischen Wirkung des Zytostatikums, da die Pgp-
negativen Zellen bei Inkubation mit Ara-C einschließlich des Resistenzmodulators 
eine Überlebensrate von 85 bis 100% aufwiesen. Bei alleiniger Inkubation von 
Ara-C mit den sensitiven Zellen kam es zur raschen Abnahme der Zellüberlebensrate 
und somit zum zytotoxischen Effekt. Dieses Resultat könnte mit einem Einfluß des 
BIBW22BS auf den Nukleosidtransporter zusammenhängen (Jansen et al., 1995). Im 
Gegensatz dazu führte das BIBW22BS bei der resistenten Pgp-positiven Zellinie bei 
der Inkubation des Ara-C mit und ohne BIBW22BS zur Entfaltung der zytotoxischen 
Wirkung des Ara-C unabhängig von der Anwesenheit des Phenylpteridinderivats. Ob 
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der verminderte Effekt von BIBW22BS auf die zytotoxische Wirkung von Ara-C 
durch seine Akkumulation in den resistenten Zellen eine Rolle spielt, bleibt unklar. 
In einer Studie von Jansen et al. (1998) konnte gezeigt werden, daß sowohl 
BIBW22BS, VER und DNIG in der Lage sind, die Pgp-Resistenz gegenüber CPT-
11, einem Camptothecin-Derivat, in zwei Pgp-positiven Zellinien (BRO/mdr1.1 und 
2780AD) umzukehren. Das bereits von Jansen et al. (1994) nachgewiesene starke 
modulatorische Potential konnten sie erneut bestätigen. Die stark ausgeprägte 
Resistenz des SN-38, einem CPT-11-Metaboliten, konnte in der Zellinie 2780AD 
lediglich durch BIBW22BS umgekehrt werden. VER und DNIG blieben 
wirkungslos. 
Die modulatorischen Eigenschaften von BIBW22BS wurden von Gaj und 
Mitarbeitern (1998) an einer MRP- und nicht Pgp-exprimierenden Zellinie (KB/7D) 
untersucht. Sie konnten eindeutig zeigen, daß BIBW22BS in MRP-exprimierenden 
Zellen keinen Einfluß auf auf die Resistenzumkehr besitzt. 
In einer klinischen Studie von Tsimberidou et al. (2002) konnte der Efflux von R123 
und DNR bei Pgp-positiven Patienten mit unvorbehandelter  AML signifikant 
gehemmt werden. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den in der vorliegenden 
Arbeit ermittelten Ergebnissen. BIBW22BS konnte eine starke Inhibition des R123- 
und DNR-Efflux’ sowohl bei Patienten mit Erstdiagnose als auch mit 
Persistenz/Rezidiv. Der IDA-Efflux aus den myeloischen Blasten ließ sich -wie 
bereits beschrieben- nicht blockieren. 
4 . 5  CD34-Expression
In dieser Arbeit wurde die CD34-Antigenexpression der leukämischen Blasten 
gemessen. Es handelt sich um ein Glykophosphoprotein, das physiologisch auf der 
Oberfläche unreifer hämatopoetischer Zellen in Knochenmark, Lymphozyten, CD56+ 
natürlichen Killerzellen und Makrophagen zu finden ist (Andrews et al., 1986; 
Campos et al., 1992). Das kodierende Gen befindet sich auf dem Chromosom..1 
(Molgaard et al., 1989). Eine Expression des CD34-Proteins läßt sich bei 40 - 50% 
der Patienten mit einer AML nachweisen und ist mit einer geringeren Rate an CR 
assoziiert als bei CD34-negativen Patienten (Geller et al., 1990; Lee et al., 1992; 
Tsimberidou et al., 2002). Campos et al. (1992), Leith et al. (1995) und te Boekhorst 
et al. (1993) versuchten die geringe CR-Rate durch den Pgp-vermittelten Efflux zu 
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erklären. In der vorliegenden Arbeit konnten bei 26 von 40 Patienten (65%) eine 
CD34-Expression nachgewiesen werden. Bei 58% dieser 26 Patienten wurde ein 
R123-Efflux ermittelt (siehe Tabelle 5). Die Hälfte der in der vorliegenden Arbeit 
untersuchten Patienten (20 von 40) hatte einen positiven R123-Efflux, wovon 15 
gleichzeitig CD34+ waren (75%). Insgesamt hatten 15 Patienten (37,5%) sowohl eine 
CD34-Expression als auch einen Efflux des R123. Zwar zeigten 75% der Patienten 
mit positivem R123-Efflux eine CD34-Antigenexpression, jedoch konnte keine 
Korrelation zwischen dem R123-Efflux und der CD34-Expression im Vierfeldertest 
ermittelt werden. Auch van der Kolk et al. (2001) berichteten über eine erhöhte Pgp-
Aktivität in CD34-positiven Blasten, konnten aber keine Hochregulation von Pgp in 
unvorbehandelter und rezidivierter AML feststellen. Michieli und Mitarbeiter (1999) 
konnten in einer Untersuchung mit 96 unvorbehandelten AMLsn keine Beziehung 
zwischen dem Pgp-Nachweis und CD34-Expression ermitteln. Legrand et al. (1998) 
konnten bei 53 unvorbehandelten AML eine positive Korrelation zwischen der 
CD34-Expression und einer Pgp-Aktivität feststellen. In einer Untersuchungsreihe 
von van den Heuvel-Eibrink und Mitarbeitern (2001) an 30 Patienten mit AML, bei 
denen zu Erkrankungsbeginn und im Rezidivfall oder refraktärer Erkrankung die 
CD34-Expression bestimmt wurde, ergaben sich in den verschiedenen 
Erkrankungsstadien keine Unterschiede in der Expressionsrate. 
4 . 6  Ausblick
Der 1970 von Biedler und Riehm beschriebene Resistenzmechanismus, der später als 
(klassische) Multidrugresistenz bezeichnet wurde, gilt auch heute noch als ein 
wesentlicher Hinderungsgrund für das Therapieversagen bei der AML. In den letzten 
Jahren wurden eine Vielzahl von Untersuchungen veröffentlicht, die ein 
Therapieversagen nicht nur der klassischen MDR zuschreiben, sondern vielmehr 
verschiedene andere Resistenzmechanismen angeben. Diese werden in der Literatur 
auch als atypische MDR bezeichnet. Diese Ergebnisse müssen zur 
Resistenzüberwindung und zur entscheidenden Verbesserung der Prognose der AML 
unbedingt berücksichtigt werden.  
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4 .6 .1  Multidrugresistenz assoziiertes Protein
Das Resistenzspektrum des MRP ähnelt dem von Pgp (siehe Tabelle 3). Ein großes 
Unterscheidungsmerkmal ist der glutathionabhängige Substrattransport des MRP. 
Zahlreiche Studien haben sich mit der MRP-Expression bei der AML beschäftigt 
(Filipits et al., 1997; Hart et al., 1994; Legrand et al., 1999; Leith et al., 1999; 
Michieli et al., 1999; van der Kolk et al., 2000; Zhou et al., 1995). Die Ergebnisse 
dieser Studien wiesen eine große Variationsbreite in der Expressionsrate dieses 
ABC-Transporters auf. Auch hier - wie bei der MDR1-Expression - ist die 
Expression eine kontinuierliche Variable und kann nicht streng nach positiv und 
negativ getrennt werden (van der Kolk et al., 2002). Der Einfluß der MRP1-Aktivität 
auf den klinischen Verlauf der AML ist nur in einer begrenzten Anzahl von Studien 
untersucht worden. Legrand und Mitarbeiter (1998) haben in einer Untersuchung mit 
53 Patienten herausgefunden, daß eine erhöhte MRP1-Aktivität als ungünstiger 
prognostischer Faktor für das Erreichen einer CR anzusehen ist und daß MRP1 zur 
Resistenz bei der AML beiträgt. Bei 61 untersuchten Patienten mit unvorbehandelter 
AML korrelierte die MRP-Expression nicht mit einer gesteigerten CR-Rate 
(Tsimberidou et al., 2002). Diese Ergebnisse wurden durch andere Arbeitsgruppen 
bestätigt (Borg et al., 1998; Filipits et al., 1997; Hart et al., 1997; Leith et al., 1997). 
In einer weiteren Untersuchung von Legrand et al. (1999), in die 80 Patienten 
eingeschlossen wurden, zeigten sie, daß die kombinierte Aktivität von Pgp und 
MRP1 von Bedeutung für das Erreichen einer CR, die Dauer der CR und die 
Gesamtüberlebensrate ist. Um die Prognose der AML verbessern zu können, müssen 
beide ABC-Transporter in ihrer Resistenz mittels Resistenzmodulation umgekehrt 
werden. Zur Resistenzüberwindung in vitro setzten sie für Pgp CsA und für das 
MRP1 Probenecid ein. Van der Kolk und Mitarbeiter (2000) konnten dieses Ergebnis 
bestätigen. Von 104 Patienten mit unvorbehandelter AML erreichten 73%, die 
niedrige Aktivitäten sowohl vom Pgp als MRP1 aufwiesen, nach dem ersten Kurs der 
chemotherapeutischen Behandlung eine CR. Betrachtet man diese Ergebnisse, liegt 
die Vermutung nahe, daß nicht nur die klassische MDR sondern auch MRP1 zur 
Resistenzentwicklung bei der AML beiträgt. Interessanterweise haben van der Kolk 
et al. (2001) in einer weiteren Studie eine positive Korrelation zwischen der MRP1-
Aktivität und der Expression des Oberflächenmarkers CD34 festgestellt. Legrand 
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und Mitarbeiter (1998) haben im Gegensatz dazu eine höhere MRP1-Aktivität in 
CD34-negativen Blasten als in CD34-positiven ermittelt. 
Die MRP1-Expression bei der rezidivierten AML wird in der Literatur kontrovers 
angegeben. So zeigen einige Studien eine Hochregulation der MRP1-Aktivität beim 
Rezidiv (Hart et al., 1994; Schneider et al., 1995; Zhou et al., 1995), im Gegensatz zu 
anderen Untersuchungen, die keine Unterschiede zwischen unvorbehandelter und 
rezidivierter AML feststellen konnten (Hart et al., 1997; van den Heuvel-Eibrink et 
al., 2002). Die Untersuchungen waren nicht gepaart und wiesen lediglich geringe 
Patientenzahlen auf. Van der Kolk et al. (2001) haben in einer gepaarten Studie mit 
30 Patienten und konsekutiver refraktärer oder rezidivierter Erkrankung keine 
erhöhte MRP1-Aktivität im Rezidivfall oder bei refraktärer Krankheit zeigen 
können. Lediglich die Patienten, die im Rezidivfall einen unreifen Phänotyp (CD34-
Positivität) aufwiesen, hatten eine höhere MRP1-Aktivität und umgekehrt. 
4 . 6 . 2  Brust-Krebs-Resistenz-Protein
BCRP dienen Substrate, die bei der Therapie der AML Anwendung finden (siehe 
Tabelle 3), so daß davon ausgegangen werden kann, daß BCRP eine Rolle bei der 
MDR einnimmt. Nur einige Studiengruppen haben dieses Mitglied der ABC-
Transporterfamilie bei der AML untersucht. Ross und Mitarbeiter (2000) haben eine 
erhöhte BCRP-Expression bei 30% von 20 Patienten mit unvorbehandelter AML 
entdeckt und korrelierte nicht mit der Pgp-Expression. Van den Heuvel-Eibrink et al. 
(2001) zeigten in einer gepaarten Untersuchungsreihe mit 20 Patienten eine 
Hochregulation von BCRP beim Rezidiv versus Erstdiagnose. Ferner beschreiben sie 
eine Koexpression von BCRP und MDR1 in unvorbehandelter AML. In einer 
gepaarten Studie mit 20 Patienten von van der Kolk et al. (2001) zeigten sie eine 
niedrige aber variable Expression. Eine relativ hohe BCRP-Expression korrelierte 
mit einer niedrigen Mitoxantron-Akkumulation in den leukämischen Blasten, obwohl 
Aktivitäten anderer ABC-Transporter (Pgp durch PSC833, einem CsA-Analogon, 
und MRP1 durch MK-571) blockiert wurden. Mitoxantron ist sowohl ein Substrat 
von Pgp, MRP1 als auch von BCRP. Die BCRP-Expression korrelierte mit einem 
unreifen Phänotyp der Zellen (CD34-positiv). Eine Hochregulation bei rezidivierter 
oder refraktärer Erkrankung konnte nicht ermittelt werden. 
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4 .6 .3  Lungen-Resistenz-Protein
Das LRP gehört nicht zur Superfamilie der ABC-Transporter. Der Mechanismus, der 
zur MDR beitragen soll, ist bisher unbekannt. Eine positive Korrelation zwischen der 
LRP-Expression und dem Erreichen einer CR nach der Induktionstherapie bei der 
AML steht mit vielen Studienergebnissen im Einklang (Borg et al., 1998; Filipits et 
al., 1998; Hart et al., 1997; Legrand et al., 1998). Bei 52 Patienten mit 
unvorbehandelter AML haben Xu und Mitarbeiter (1999) entdeckt, daß eine hohe 
LRP-Expession aber nicht eine hohe MDR1- und MRP-Expresion mit der MDR 
assoziiert ist. List et al. (1996) zeigten, daß lediglich die LRP- und nicht die MDR1-
Expression ein prognostischer Faktor für das Erreichen einer CR ist. Xu und 
Mitarbeiter fanden weiterhin heraus, daß weder eine MDR1-, MRP- noch LRP-
Expression bei Patienten mit einem Rezidiv oder refraktärer Krankheit im Vergleich 
zur Erstdiagnose erhöht ist. Lediglich Patienten, die Mitoxantron erhielten, zeigten 
beim Rezidiv eine erhöhte LRP-Expression (List et al., 1996; Xu et al., 1999). 
Michieli und Mitarbeiter (1999) beschreiben, daß sowohl die Pgp als auch die LRP-
Expression bei erstdiagnostizierter AML häufig und MRP jedoch nur selten 
nachzuweisen ist. Sie postulieren aber, daß das LRP das Outcome im Gegensatz zum 
Pgp nicht beeinflußt, vor allem wenn Patienten mit IDA oder Mitoxantron und Ara-C 
behandelt werden. In dieser Studie, in die 96 Patienten mit unvorbehanelter AML 
eingeschlossen wurden, wiesen lediglich acht Patienten eine MRP-Expression auf, 
wovon jedoch sechs keine CR erreichten. In einer Untersuchung zeigen Tsimberidou 
et al. (2002) ebenfalls, daß eine LRP-Expression bei 61 Patienten mit 
unvorbehandelter AML keine prognostische Signifikanz aufweist. 
4 . 6 . 4  Apoptoseresistenz
Ara-C ist ein Nicht-Pgp-Substrat und zeigt bei der Therapie der AML gute 
Wirksamkeit (Pallis et al., 2002). So wäre anzunehmen, daß eine 
Hochdosisbehandlung mit Ara-C (hd Ara-C) die Pgp-vermittelte MDR überwinden 
könne. In einer Untersuchung von Leith und Mitarbeitern (1999) wurden 
konventionelle Ara-C-Dosen mit hd Ara-C und jeweils DNR als Anthrazyklin 
verglichen. Diese Studie ergab, daß hd Ara-C die Rate an CR bei Patienten mit Pgp-
positiver AML verbessern könne. Dies legt die Vermutung eines effluxunabhängigen 
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Resistenzmechanismus nahe. Dies entspricht dem In vitro-Zytotoxizitätsversuch der 
vorliegenden Arbeit (siehe 4.4). 
Smith et al. (1998) konnten bei Patienten mit chemoresistenter Erkrankung 
feststellen, daß sich die leukämischen Blasten dieser Patienten weitaus weniger einer 
spontanen Apoptose in serumfreier Kultur unterzogen als die der Patienten, die eine 
CR erreichten. Wuchter et al. (1999) zeigten, daß spontane Apoptose in vitro einen 
positiven Vorhersagewert für eine CR besitzt. Pallis und Mitarbeiter (2002) kamen 
zu dem gleichen Ergebnis. 
Neben dem Efflux xenobiotischer Substanzen scheint Pgp bei der Apoptoseresistenz 
einen nicht unerheblichen Faktor darzustellen. Pallis und Russel (1999) fanden 
heraus, daß Pgp-positive länger als Pgp-negative Blasten überleben. Hierfür 
existieren zwei Erklärungsansätze: Einerseits ist die Koexpression von Pgp und den 
anti-apoptotischen Proteinen bclxL und/oder bcl2 entscheidend (Konopleva et al., 
2002; Pallis et al., 1997), andererseits verleiht Pgp Resistenz gegen die Fas-
vermittelte (extrinsische) Apoptose (Johnstone et al., 1999; Pallis et al., 2003; Smyth 
et al., 1998). Die beiden letztgenannten Arbeitsgruppen konnten die anti-
apoptotische Wirkung von Pgp durch die gegen verschiedene äußere Epitope 
gerichteten monoklonalen Antikörper MRK-16 und UIC2 aufheben. Ferner gelang 
ihnen die Resistenz durch den Resistenzmodulator VER und Pallis und Russell 
(2000) durch das CsA-Analogon PSC833, ebenfalls ein Modulator der klassischen 
MDR, durch Spaltung und Aktivierung der Prokaspase 3 aufzuheben.  
Weiterhin soll Pgp die Apoptose durch Veränderungen im Ceramid-Stoffwechsel 
inhibieren. Ceramid führt zur Apoptoseinduktion und entsteht durch Hydrolyse aus 
Sphingomyelin. Es wird angenommen, daß Pgp als anti-apoptotisches Molekül 
agiert, indem es das Sphingomyelin von der inneren zur äußeren Seite der 
Plasmamembran transportiert (Bezombes et al., 1998). Bezombes und Mitarbeiter 
zeigten, daß PSC833 die Ceramidgeneration und Apoptose in Pgp-positiven Zellen 
wiederherstellen konnte. Pallis und Russell (2000) untersuchten die Sphingomyelin-
Retention in AML-Blasten. CsA und PSC833 verstärkten im Gegensatz zum Pgp-
spezifischen Antikörper UIC2 die Sphingomyelin-Retention in den Zellen und war 
somit mit der Apoptoseinduktion assoziiert. 
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Eine weitere Rolle nimmt Pgp bei der Modulation des elektrochemischen Gradienten 
entlang der Plasmamembran ein (intrazellulärer pH ,pHi und transmembranäres 
Potential). Die Pgp-Expression ist mit einer intrazellulären Alkalisierung 
vergesellschaftet (Gottesman & Pastan, 1993; Thiebaut et al., 1990). Hoffman und 
Roepe (1997) zeigten, daß Pgp einen Natrium- und Chloridionen-abhängigen 
Mechanismus zum transmembranären Transport von Wasserstoffionen induziert, der 
zu Veränderungen des pHi führt. Der Apoptose, die Fas-vermittelt durch UV-
Bestrahlung, Serumentzug oder Chemotherapeutika induziert wird, geht zunächst 
eine intrazelluläre Ansäuerung voraus (Gottlieb et al., 1996; Li & Eastman, 1995). 
Diese Apoptoseinduktion kann durch steigenden pHi inhibiert werden (Robinson et 
al., 1997). Zellen, die sensitiv gegenüber der extrinsischen Apoptose oder 
Serumentzug sind, können durch steigenden pHi resistent gegenüber dieses 
kaspaseabhängige Todessignal gemacht werden (Gottlieb et al., 1996; Robinson et 
al., 1997). Es besteht die Möglichkeit, daß die Pgp-Expression den pHi verändert und 
demnach die Zelle in einen Zustand von Kaspase-Inaktivität versetzt. Somit wird den 
Pgp-positiven Zellen Resistenz gegenüber verschiedene kaspaseabhängige 
Zelltodstimuli übertragen (Johnstone et al., 1999). Der Modulator VER führt zu einer 
Umkehr der intrazellulären Alkalisierung der Pgp-positiven Zellen, was mit einer 
erhöhten Sensitivität gegenüber apoptotischer Stimuli korrelierte (Johnstone et al., 
1999; Robinson et al., 1997; Smyth et al., 1998). 
4 . 7  Schlußfolgerung
Der aktive Export antineoplastischer Substanzen aus malignen Zellen, der durch das 
membranständige Pgp vermittelt wird, gilt weiterhin als eines der Hauptgründe für 
das Therapieversagen bei der AML. Verschiedene randomisierte Phase III-
Studienreihen konnten bisher kein Benefit beim Einsatz von Resistenzmodulatoren 
verzeichnen (Baer et al., 2002; Greenberg et al., 1999; Liu Yin et al., 2001; Solary et 
al., 1996). Lediglich List und Mitarbeiter (2001) konnten bei Patienten mit 
rezidivierter AML in einer Phase III-Untersuchung eine signifikante Steigerung der 
CR, des krankheitsfreien Intervalls und der Gesamtüberlebensrate bei Zugabe von 
CsA zur Umkehr der klassischen MDR feststellen. Die medikamentöse Behandlung 
erfolgte im Gegensatz zu den vorgenannten Untersuchungsreihen mit Ara-C und 
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kontinuierlicher DNR-Infusion. Ferner beeinflußt CsA nicht nur die Pgp-vermittelte 
Resistenz sondern auch antiapoptotische Mechanismen (Pilarski et al., 1998). 
Die Beobachtung, daß der Efflux der Substanzen R123 und DNR in allen 
Blastenpopulationen der MDR1-resistenten AML signifikant durch 
Resistenzmodifier gehemmt wurden, läßt die Schlußfolgerung zu, daß diese 
Inhibition mit der Pgp-Überexpression assoziiert ist. Weiterhin konnte eine 
signifikante Rolle zwischen dem R123-Efflux und dem zellulären Pgp-Gehalt 
gefunden werden. Dies beweist eine enge Beziehung zwischen der 
Antigenexpression und der funktionellen Rolle als Pgp. 
Ungeklärt bleibt bisher die Reaktion der Organe und Gewebe auf den systemischen 
Einsatz von Resistenzmodulatoren, in denen das MDR1-Genprodukt physiologisch 
exprimiert wird. Pgp wurde hauptsächlich in spezialisierten epithelialen Zellen mit 
sekretorischer Funktion nachgewiesen. Die Lokalisation von Pgp an der apikalen 
lumenauskleidenden Fläche des Dünn- und Dickdarms, der Gallenwege und der 
proximalen renalen Tubuli läßt u.a. eine exkretorische Funktion xenobiotischer 
Substanzen vermuten (Cordon-Cardo et al., 1990; Lum & Gosland, 1995). Ferner 
gelang der Nachweis des Glykoproteins entlang der intraluminalen Oberfläche der 
Kapillarendothelien einschließlich des Zentralnervensystems (ZNS), der Plazenta 
und der Testes. Dies läßt den Schluß zu, daß Pgp einen Schutz des ZNS, des Fetus 
und der Keimzellen gegen toxische Substanzen aufweist (Sugawara et al., 1988; 
Cordon-Cardo et al., 1989). 
Aus der vorliegenden Arbeit kann gefolgert werden, daß die Applikation von 
BIBW22BS ein möglicher Ansatz bei Patienten mit AML darstellt, um die klassische 
MDR überwinden zu können. In vitro zeichnet sich die Substanz durch ein hohes 
effluxinhibierendes Potential in Blastenpopulationen bei Patienten mit 
rezidivierender oder resistenter AML aus. Außerdem unterliegt das BIBW22BS nicht 
dem Effluxverhalten und häuft sich somit in MDR1-resistenten Zellen an (Liu et al., 
1996b). In Pgp-negativen Zellen zeigt es keine verstärkende zytotoxische Wirkungen 
(Jansen et al., 1994). 
Mögliche nachteilige Nebenwirkungen des BIBW22BS (Manson et al., 1986) und 
der Einfluß auf physiologisch Pgp-exprimierende Gewebe einschließlich der 
Modulation der Pharmakokinetik der multidrugabhängigen zytotoxischen Stoffe 
(McLeod, 1994) bleiben Gegenstand weiterer Untersuchungen. Außerdem beeinflußt 
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BIBW22BS den Nukleosidtransport (Chen et al., 1993) und kann daher die Reaktion 
leukämischer Blasten zu Antimetaboliten wie das Ara-C beeinflussen. Weitere 
Untersuchungen zwecks möglicher Interaktionen des BIBW22BS mit Ara-C 
einerseits in Pgp-exprimierenden und MDR1-sensitiven Zellversuchen können zum 
Verständnis dieser Wechselwirkungen beitragen. 
Die Bestimmung der maximal tolerierbaren Dosis, die klinisch erreichbare 
Plasmakonzentration und der therapeutische Index des BIBW22BS in klinischen 
Phase I-Studien sind zur weiteren Beurteilung obligatorisch. 
Weitere Untersuchungen sollten zeigen, ob die Kombination aus Idarubicin und eines 
potenten Resistenzmodifiers die Serumkonzentration des Idarubicinols erhöhen kann 
und somit die Multidrugresistenz umzukehren ist. 
Unter Berücksichtigung der atypischen MDR sollten weitere Studien unternommen 
werden, um das Resistenzverhalten der Blastenpopulationen bei der AML und die 
Resistenzmodulation genauer zu untersuchen. 
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5 .  Z u s a m m e n f a s s u n g
Die Resistenz von Blasten der akuten myeloischen Leukämie kann auf verschiedenen 
Mechanismen beruhen, zu denen die Expression von P-Glykoprotein (Pgp) gehört, 
einem Membranprotein, das Anthrazykline, Vinkaalkaloide, Taxane und andere 
Xenobiotika energieabhängig aus der Zelle transportiert. 
In der vorliegenden Arbeit wurde das Phenylpteridinderivat BIBW22BS als 
potentieller Inhibitor der Pgp-vermittelten Multidrugresistenz (MDR) bei Blasten, die 
aus dem peripheren Blut von Patienten mit erstdiagnostizierter und 
rezidivierter/refraktärer akuter myeloischer Leukämie gewonnen wurden, ex vivo 
untersucht. Außerdem wurde der Einfluß von BIBW22BS auf die Zytotoxizität von 
Cytosinarabinosid (Ara-C) in einer sensiblen und einer resistenten Zellinie in vitro 
untersucht. 
Dabei ergaben sich folgende Befunde: 
1. BIBW22BS führte bei den peripheren Blasten ex vivo zu einer signifikanten 
Hemmung des Efflux von Rhodamin 123 und dem Anthrazyklin Daunorubicin. 
2. Der Ex vivo-Efflux des Anthrazyklins Idarubicin aus den peripheren Blasten 
wurde im Gegensatz dazu nicht von BIBW22BS beeinflußt. 
3. Die Inkubation der sensiblen Pgp-negativen Zellen mit Ara-C in vitro ergab eine 
dosis- und inkubationszeitabhängige Zytotoxizität. 
4. Die Zytotoxizität von Ara-C in den sensiblen Pgp-negativen Zellen konnte in vitro 
durch Koinkubation mit BIBW22BS zu 80 bis 100% aufgehoben werden. 
5. BIBW22BS hatte bei den resistenten Pgp-positiven Zellen in vitro keinen Einfluß 
auf die insgesamt geringere Zytotoxizität von Ara-C. 
Insgesamt erwies sich damit BIBW22BS als Inhibitor des Pgp-vermittelten Efflux 
von Anthrazylinen. Gleichzeitig wurde aber die Zytotoxizität von Ara-C durch 
BIBW22BS in den Pgp-positiven Zellinien gehemmt, was möglicherweise über eine 
Wechselwirkung mit dem Nukleosidtransporter zu erklären ist. 
Damit wird der positive Effekt von BIBW22BS auf die MDR möglicherweise durch 
die Hemmung der Zytotoxizität von Ara-C bei der Behandlung der AML 
aufgehoben, so daß der klinische Einsatz von BIBW22BS zur Verbesserung der 
Therapie und Überwindung der MDR kritisch beurteilt werden muß. 
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7. Verzeichnis der Abkürzungen 
 _____________        __           ___________________________________________________________________ 
7 .  V e r z e i c h n i s  d e r  A b k ü r z u n g e n
 
ABC Superfamilie der ATP-binding cassette Transporter 
ABCP placental ABC transporter 
ADP Adenosindiphosphat 
AIDA Cytosinarabinosid + Idarubicin 
AML akute myeloische Leukämie 
Ara-C Cytosinarabinosid 
ATCC American Type Culture Collection 
ATP Adenosintriphosphat 
BCRP breast cancer resistance protein 
BIBW22BS 4-[N-(2-hydroxy-2-methyl-propyl)-ethanolamino]-2,7-bis(cis-2,6-
dimethyl-morpholino)-6-phenylpteridin 
BP Blastenpersistenz 
BSA bovines Serumalbumin 
CEM-CCRF humane T-Zell lymphoblastische Zellinie 
CEM-VBL vinblastinresistente Zellinie von CEM-CCRF 
CHOP Cyclophosphamid + Doxorubicin + Vincristin + Prednison 
CR klinische Vollremission 
CsA Cyclosporin A 
DD death domain 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
DNIG Dexniguldipin 
DNR Daunorubicin 
DPM Dipyridamol 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
FADD Fas associated protein with death domain 
FCS fetales Kälberserum 
hd hochdosiert 
HYB-241 monoklonaler Antikörper gegen P-Glykoprotein 
IDA Idarubicin 
IDA-ol Idarubicinol 
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7. Verzeichnis der Abkürzungen 
 _____________        __           ___________________________________________________________________ 
IgG2Aκ Mausmyelomprotein 
LRP lung resistance protein 
MDR Multidrugresistenz 
MK-571 Inhibitor von MRP1 
MRP1 Multidrugresistenz assoziiertes Protein 1 
MVP major vault protein 
MXR mitoxantrone resistance protein 
n.b. nicht bestimmt 
NBD Nukleotidbindungsstelle 
NF-κB  nuclear factor-κB 
PBS phosphatgepufferte Kochsalzlösung 
Pgp P-Glykoprotein 
PR partielle Remission 
PSC833 Cyclosporin-Derivat Valspodar 
R123 Rhodamin 123 
RMA resistance modifying agent 
SRB Sulphorhodamin 
TMD transmembranäre Domäne 
TNF Tumornekrosefaktor 
VER Verapamil 
VP-16 Etoposid 
ZNS Zentralnervensystem 
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